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Prefacio 


Distinguem-me os colegas Luiz Fernando Barcelos e Jerolino Lopes Aquino, editores deste Tratado de Andlises CUnicas , 
convidando-me para prefaciar esta obra. Fago-a, entre surpreso e honrado, porem entendo que a escolha vem de seu carinho 
especial e, talvez, pela homenagem que fazem a mim pelos anos vividos nessa seara maravilhosa do diagnostico laboratorial. Seus 
editores, bem como os coordenadores e autores dos capitulos, devem sentir-se recompensados pela missao cumprida e, mais 
importante, terem contribuido com suas especialidades para enriquecer essa grande area do laboratorio clinico. 

E fora de duvida a grande experiencia e o longo trabalho de seus editores dedicado a essa area, cujos curriculos demonstram 
atividades na area de ensino, professores que sao, alem de inumeras outras exercidas como assessores ou consultores em diversos 
orgaos governamentais ou nao. Saliento a grande experiencia dos editores, junto a Sociedade Brasileira de Analises Clinicas/ 
(SBAC), cuja Presidencia foi exercida pelo Dr. Jerolino e, agora, pelo Dr. Barcelos. Suas atividades empresariais merecem ser 
destacadas, como o Laboratorio Carlos Chagas, de Cuiaba, desde 1968, empreendimento pioneiro, de sucesso, do Dr. Jerolino e 
aquelas em Porto Alegre, exercidas pelo Dr. Barcelos em diversas empresas desde 1969. 

Por isso, nao era sem tempo que esta obra devesse ser editada, mormente quando se sabe que a medicina diagnostica, no 
pais, quase 82% dizem respeito as analises clinicas que, de outro modo, representam cerca de 16.600 unidades, segundo censo 
estatistico. 

Penso que nada foi subestimado na obra se partirmos da premissa de que nao se pode favorecer nesta area a nenhum dos 
capitulos pela propria importancia que cabe a cada um deles. A criteriosa escolha de seus autores faz jus a excelencia dos temas 
alinhados, bem como seu destaque, item por item. 

Gostaria de salientar, pelo que representa para aqueles que desejam se iniciar na area do laboratorio clinico, a preocupa^ao 
dos editores em iniciar esta obra com temas basicos que devem e precisam ser pensados. As Partes 1 e 2 tratam da Gestao Ad- 
ministrativa e Financeira e Gestao da Qualidade. Sao dois capitulos que considero de extrema importancia para aqueles que se 
dispoem a enfrentar as primeiras responsabilidades no laboratorio diagnostico, entendido este como uma empresa que, ao lado 
da preocupagao de administrar e gerir seus destinos, tern a obrigagao de atender a gestao da qualidade tecnica, como prelimina- 
res do empreendimento. Desse claro pressuposto deve partir o pensamento e a defmigao do profissional para seguir adiante em 
sua missao de melhor atender o cliente e o medico que requisita o exame. 

Fazer certo e a principal qualidade do laboratorio para ser confiavel, independentemente das novas tecnologias que exigem 
mudangas. Razoes que me fazem dizer que um bom prognostico traduz-se pelo bom resultado laboratorial e disto, imagino, 
uma decisao clinica desejada. 

As razoes deste Tratado nao e, pois, outra, senao a de trazer ao profissional tudo o que precisa para informar-se melhor 
sobre os exames que compoem o quadro do diagnostico laboratorial, bem como as doengas que importam ser conhecidas para 
o nexo devido. 

Mesmo assim, e preciso nao esquecer que nessa area do diagnostico clinico o avango da tecnologia e tao rapido que nos 
deixa e, certamente, seus autores, numa sensa^ao de que esse cenario vai se modificando, a medida que crescem as exigencias 
da medicina. 

Mas e absolutamente valida a importancia deste Tratado de Andlises Clinicas , cuja preocupa^ao maior de seus editores foi a 
de entregar aos profissionais que militam nesta seara o que de mais tradicional compoe seu universo, neste instante do conheci- 
mento. E que abre ao leitor mais uma oportunidade para inteirar-se de seus dominios na area. 

Fa^o votos que o livro alcance os seus objetivos e as expectativas de seus editores e autores. 

Jose Carlos Barberio/Professor 
Titular Aposentado da Faculdade de Ciencias 
Farmaceuticas da Universidade de Sao Paulo. 

Ex-Diretor do Setor de Radiofarmacia do IEA/IPEN 
Diretor da Central de Radioimunoensaio de Sao Paulo/CRIESP/1973-2001 
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Gestao Administrativa e Financeira 


■ INTRODUgAO 

O mercado e inexoravel! Ainda que manipulado (sub¬ 
sidies, dumping etc.) continua impondo as suas regras. A falta 
de capacidade produtiva instalada para atender a determinada 
demanda, fatalmente ira provocar alta nos pregos dos pro- 
dutos, sejam eles bens, servigos ou informagoes. O inverso 
tambem e verdadeiro. 

Atualmente, no mundo globalizado, a abertura do mer¬ 
cado internacional, a tecnologia que proporciona velocidade 
para a troca de informagoes (internet, web), a alta capacidade 
de transportar grandes volumes a grandes distancias em curto 
espago de tempo, e a imensa capacidade de armazenamento 
por tempo praticamente indeterminado sao fatores que in- 
fluenciam os pregos de mercado e impactam diretamente na 
competitividade das empresas. 

Hoje, um concorrente competente e agressivo pode 
estar na disputa por uma fatia dos clientes de determinada 
organizagao, que ate ontem liderava o mercado local, ain¬ 
da que distante de um grande centro. Em suma, isso mostra 
que ninguem esta garantido, esteja onde estiver. So ha uma 
maneira de sobreviver: sendo competitivo em qualquer lugar 
do planeta! No caso especifico dos laboratories clinicos essa 
situagao e cristalina. 

Ate o inicio dos anos de 1980, bastava o profissional da 
area estruturar um laboratorio, na pratica, sem se preocupar 
com a existencia de mercado, calcular seus custos, adicionar a 
margem de lucro desejada, e impor aos clientes o “seu” prego. 
A concorrencia era branda, havia mercado em expansao, a me- 
dicina nao era socializada, os clientes pagavam a vista, a inadim- 
plencia inexistia. Era a epoca de “ouro” para o segmento das 
analises clinicas e seus correlatos. Quais as razoes dessa situagao 
maravilhosa? Reduzida capacidade produtiva, os exames eram 
feitos quase todos de forma manual, frente a demanda e merca¬ 
do fechado para o mundo. Adicionalmente, nao havia a cultura 
das agoes judiciais e nem a consciencia coletiva dos consu- 
midores, proporcionada fundamentalmente pelo novo Codigo 
de Defesa do Consumidor (CDC) acrescido pelas exigencias 
crescentes vinculadas a vigilancia sanitaria. 

Hoje, os convenios sao os principal compradores dos 
produtos (informagoes e servigos) dos laboratories clinicos. 


Sao os atores intermediaries entre os clientes e os labora¬ 
tories, frutos da socializagao da medicina, que impoem os 
pregos, pois a forga do coletivo esta com eles. O capital es- 
trangeiro aportou nesse mercado alterando drasticamente o 
perfil da concorrencia com fusoes, aquisigoes e integrates 
entre fornecedores e prestadores de servigos! Foi o fim da 
era de “ouro” e o inicio da era do “euro/dolar”. Atualmente, 
nao basta simplesmente obter um diploma e abrir um novo 
laboratorio. Nao existe mais espago para a aventura, para o 
amadorismo na gestao desses negocios. Ha, sim, a imperiosa 
necessidade de gestoes profissionais nos laboratories. Se nao 
formos competitivos, nao sobreviveremos como empreende- 
dores! E nesse contexto que se insere a proposta do Capitulo 
1 do tratado. 

■ REFERENCIAL TEORICO 

A competitividade tao necessaria para assegurar nao so 
a sobrevivencia digna, mas tambem as justas remunerates 
aos acionistas das organizagoes se originam, dentre outros re¬ 
quisites, de uma gerencia eficaz e eficiente na qual as deci- 
soes sao tomadas com fundamento em dados e compara^oes 
competitivas. Mas o que significa isto? Ser competitivo e ter 
a maior produtividade entre os seus concorrentes e geren- 
ciar uma organizagao significa controlar os seus processos. 
Os processos devem ser identificados, sendo rastreados para 
cada um, quais sao os seus produtos, quern sao os seus clien¬ 
tes e fornecedores, estabelecidos indicadores de desempenho 
(itens de controle e de verificagao) nas dimensoes pertinentes 
da qualidade (Qualidade intrinseca, Custo, Entrega, Moral e 
Seguranga), metas e responsaveis. Ainda, o ciclo PDCA de 
gestao deve ser rodado de forma sistematica e permanente. 
Os processos devem ser padronizados e ter a documentagao 
alterada em decorrencia das inova^oes e de solugao das nao 
conformidades, caracterizando a melhoria continua desses 
processos organizacionais, proporcionando uma situagao de 
efetiva competitividade empresarial. 

O estado da arte em gestao pode ser modelado pelos re¬ 
quisites dos criterios que regulamentam os premios de qua¬ 
lidade ao redor do mundo. A varia^ao das exigencias nao e 
significativa, existindo quase um“consenso” entre eles. 








Tratado de Analises Clinicas 


Vejamos o caso do Premio Nacional da Qualidade 
(PNQ), organizado pela Funda^ao Nacional da Qualidade 
(FNQ). Seus Criterios de Excelencia “... constituem um mo- 
delo sistemico de gestao adotado por inumeras organiza^oes 
de Classe Mundial. Sao construidos sobre uma base de con- 
ceitos fundamentais, essenciais a obtengao da excelencia do 
desempenho. O Modelo de Excelencia da Gestao® (MEG), 
em razao de sua flexibilidade e, principalmente, por nao pres- 
crever ferramentas e praticas de gestao especificas, pode ser 
util para a avaliagao, o diagnostico e o desenvolvimento do 
sistema de gestao de qualquer tipo de organizagao”. 

O MEG esta alicergado sobre um conjunto de conceitos 
fundamentais da gestao. Esses conceitos originaram os Fun- 
damentos da Excelencia, os quais, por sua vez, sao a base dos 
Criterios da FNQ. Esses Fundamentos sao seguintes: 

1. Pensamento sistemico. 

2. Aprendizado organizacional. 

3. Cultura de inovagao. 

4. Lideranga e constancia de propositos. 

5. Orienta^ao por processos e informa^oes. 

6. Visao de futuro. 

7. Gera^ao de valor. 

8. Valorizagao das pessoas. 

9. Conhecimento sobre o cliente e o mercado. 

10. Desenvolvimento de parcerias. 

11 . Responsabilidade social. 


Para os laboratories e muito importante o fundamento 
de numero 5 (Orienta^ao por processos e informa^oes), cujo 
conceito e: “Compreensao e segmenta^ao do conjunto das 
atividades e dos processos da organizagao que agregam valor 
para as partes interessadas, sendo que a tomada de decisoes e a 
execugao de agoes devem ter como base a medigao e a analise 
do desempenho, levando-se em consideragao as informagoes 
disponiveis, alem de incluir-se os riscos identificados”. O 
Modelo de Excelencia da Gestao® (MEG) e baseado em 11 
Fundamentos da Excelencia e colocado em pratica por meio 
de oito Criterios (ano de 2010): 

1. Lideranga. 

2. Estrategias e pianos. 

3. Clientes. 

4. Sociedade. 

5. Informagoes e conhecimento. 

6. Pessoas. 

7. Processos. 

8. Resultados. 

O Modelo de Excelencia da Gestao® (MEG) (Figura 
1.1), representado pela figura mostrada a seguir, sugere uma 
visao sistemica da gestao organizacional. 

A Figura 1.1 representativa do MEG simboliza a orga- 
niza^ao, e e considerada um sistema organico e adaptavel ao 
ambiente externo. 



Figura 1.1 Modelo de excelencia de gestao. 
Fonte: Criterios de Excelencia do PNQ, 2009. 


Parte 1 



Gestao Administrative! e Financeira 


O criterio de numero 5 (Informagoes e Conhecimento) 
e a envoltoria dos demais, exatamente pela sua caracteristica 
de fundamentar as decisoes baseadas em dados e fatos que 
conduzem ao criterio 8 (Resultados), onde todas as repercus- 
soes sao quantificadas. As seguintes informagoes sao requeri- 
das para a sua construgao (Criterio 8 - Resultados): 

1. Series historicas de resultados relevantes que permitam 
analisar a sua tendencia recente. Para tanto, e requerida a 
apresentagao de resultados quantitativos decorrentes do 
sistema de gestao, observando-se pelo menos tres perio- 
dos consecutivos, coerentes com ciclos de planejamento 
e de analise do desempenho na organiza^ao. 

2. Niveis de desempenho esperados: associados aos 
principals requisitos de partes interessadas - para os re¬ 
sultados que os expressam, a fim de permitir avaliar se 
esses requisitos foram atendidos. 

3. Referenciais comparativos pertinentes: para os re¬ 
sultados da organizagao que sao comparaveis - no mer- 
cado ou no setor de atua^ao, na sua regiao de atua^ao ou 
mundialmente, a fim de permitir avaliar o nivel de com- 
petitividade dos resultados alcangados pela organizagao. 

Os indicadores de desempenho de um laboratorio de 
analises clinicas, que mensuram os resultados alcangados, de- 
vem estar alinhados no Balanced Scorecard (BSC), no qual todas 
as partes interessadas dispoem de indicadores nas perspectivas 
pertinentes, viabilizando uma avaliagao completa de todos os 
principals processos da organizagao. 


■ SISTEMA INTEGRADO DE GESTAO (SIG) 

Na introdu^ao ficou evidente a existencia de um novo 
cenario para o universo dos laboratories clinicos, uma nova 
realidade e novas necessidades: de profissionalismo na ges¬ 
tao administrativa, aumento da exigencia por qualidade tec- 
nica certificada ou acreditada, e necessidade de tecnologia 
de ponta no cotidiano do laboratorio. Todos esses requisitos 
serao tratados neste livro, sendo o enfoque do Capitulo 1 a 
Gestao Administrativa e Financeira. A necessidade dos labo¬ 
ratories de competir, sobreviver, crescer ou manter uma fatia 
do mercado impoe a implantagao de conceitos tais como: 
planejamento, finangas, custos, marketing, seis sigmas e ou- 
tros, envolvendo uma profusao de novas teorias, tecnicas e 
ferramentas, tornando imperiosa a implantagao de uma ges¬ 
tao integrada com enfoque em custos. De forma sintetica, 
um Sistema Integrado de Gestao (SIG) pode ser representado 
pelos conceitos mostrados na Figura 1.2. 

Na Figura 1.2 fica evidente que o SIG e composto por 
tres niveis de gestao, com exigencias diferentes, mas que con- 
vergem para a chamada “Garantia da qualidade” defmida pela 
competencia do laboratorio em produzir resultados tecnica- 
mente validos para a sociedade, sem, entretanto, deixar de 
assegurar a competitividade da organizagao. Esses niveis sao: 
1) A gestao estrategica de longo prazo, que se vincula a inova- 
gao e a eficacia, e envolve o laboratorio com a aplica^ao dos 
criterios de excelencia de premios nacionais, por exemplo, o 
PNQ; 2) O segundo nivel contempla aquelas empresas que 



Figura 1.2 Sistema Integrado de Gestao (SIG). 
Fonte: Acervo do autor. 
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empregam o ciclo PDCA de forma habitual para promover 
a melhoria continua do sistema de gestao, havendo registros 
dos resultados dos processos, agoes preventivas, corretivas, pia¬ 
nos de agao, analises criticas, auditorias e atualizagao sistema- 
tica da documentagao decorrente do giro do PDCA. Sao as 
organizagoes com acreditagao e/ou certificagao da chamada 
terceira parte e, num piano estrategico, estariam operando no 
nivel tatico. E, fmalmente, o terceiro nivel de gestao: 3) vincu- 
la-se ao objetivo de a empresa dispor de processos produtivos, 
com capacitagao adequada, sendo competente para fornecer 
resultados exatos e precisos, caracterizando a eficiencia des¬ 
ses processos produtivos que, num piano estrategico, estariam 
operando no nivel operacional. Laboratories nessa condigao 
sao os acreditados pelas Sociedades Cientificas, por exemplo, 
pelo Sistema Nacional de Acreditagao (DICQ), patrocinado 
pela Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC). Esse 
sistema, pelas suas exigencias, tambem enquadra as empresas 
no nivel tatico, pois contempla os requisitos da melhoria con¬ 
tinua, dentre outros. 

■ IMPLANTAgAO DO SISTEMA INTEGRADO 
DE GESTAO (SIG) 

Um metodo bastante efetivo, empregado pelas organiza¬ 
goes na busca do SIG, e o chamado CA-PDCA demonstrado 
de forma sintetica e autoexplicativa na Figura 1.3, em que 
to das as etapas estao evidenciadas. 

O conteudo da figura mostra, de forma resumida, que e 
feito um diagnostic o do lab oratorio segundo, por exemplo, 


os criterios de excelencia do PNQ. Nesse diagnostico sao 
identificados pontos fortes e fracos da empresa, oportunida- 
des de melhoria e a necessidade de agoes imediatas, de curto 
prazo, para sanar problemas agudos encontrados nessa fase. A 
seguir, entao, e elaborado um piano de implantagao de lon- 
go prazo, em media com tres a quatro anos de duragao, em 
que basicamente se estabelecem as metas e o metodo para 
atingi-las. A proxima etapa e a de execugao desse piano, onde 
previamente a forga de trabalho e treinada e capacitada. Nessa 
fase e de suma importancia que todos os dados resultantes dos 
processos sejam coletados de forma sistematica e padroniza- 
da. Na etapa seguinte e feita a verificagao se o planejado foi 
alcangado em termos das metas estipuladas, bem como anual- 
mente efetivadas avaliagoes conforme criterios de excelencia 
do PNQ, no caso. Finalmente, em fungao dessa verificagao, 
sao propostas agoes corretivas, mantidos os pontos fortes e 
atualizado o piano estrategico de longo prazo, reiniciando um 
novo ciclo do PDCA. 

Detalhamento da implantagao do SIG 

O piano de implantagao de longo prazo e realizado sobre 
tres pilares: uma estrutura de recursos humanos - RH (human- 
ware), um metodo (software) e uma estrutura fisica (hardware). 
A estrutura de RH deve ser fundamentada nos principios da 
equidade, delegagao e participagao, materializados, por exem¬ 
plo, na forma de comites (Qualidade, integragao, 5S’s, parti- 
cipagao nos resultados, grupos de solugao de problemas etc.). 
O metodo deve contemplar uma organizagao definida e ge- 
renciada por processos: cada processo (recep^ao, coleta) aten- 


Implantacao SIG: metodo CA - PDCA 


C - (Check) 

Diagnostico 

• Diagnostico conforme 
criterios de excelencia; 

• Identificagao de pontos 
fortes e oportunidades 
de melhorias; 

• Identificagao das 
agoes necessarias 


A - (Action) 

Atuagao 

• Manter os pontos fortes 

• Revisar o PILP quanto 
aos pontos a melhoras 


P - (Plan) 

PILP - piano de 
implantagao a longo 
prazo 

• Definir atividades 

• Definir responsaveis 

• Elaborar cronograma 

• Elaborar orgamento 


A - (Action) 

Agoes imediatas 
• Agoes de curto prazo 


C - (Check) 

Verificagao 

• Reunioes sistematicas 
de acompanhamento 

• Avaliagao anual conforme 
criterios de excelencia 


D - (Do) 

Execugao do PILP 

• Capacita e executa 

• Coleta dados 


Figura 1.3 Metodo CA - PDCA. 
Fonte: Acervo do autor. 
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de ao conjunto total de requisitos pertinentes; cada processo e 
integralmente identificado e parametrizado (clientes, fornece- 
dores, indicadores de desempenho, metas); um unico manual 
de gestao; uma unica analise critica, uma unica auditoria; um 
unico Sistema Integrado de Gestao (SIG) atendendo o ao rol 
dos criterios/requisitos: ISO 9001, SBAC-DICQ, RDC 302 
Anvisa, ONA, e outros. Finalmente, a estrutura fisica deve ser 
composta por instalagoes adequadas as exigencias legais e por 
equipamentos tecnologicamente capazes de atender aos requi¬ 
sitos de qualidade exigidos dos produtos (laudos). 

Balanced scorecard 

No item anterior, vimos que o SIG se fundamenta sobre 
tres pilares: recursos humanos, metodo, e instalagoes/equipa¬ 
mentos. Considerando os propositos do livro e capitulo, va- 
mos nos deter ao pilar do metodo. Metodo significa caminho 
para a meta, ou seja, o meio para atingir um objetivo, que no 
caso e implantar o SIG. Esse sistema, em ultima analise, ira 
servir para aumentar a competitividade dos laboratories, asse- 
gurando nao so a sobrevivencia, mas tambem a lucratividade 
esperada pelos empreendedores. Ja vimos que para implantar 
o SIG devemos utilizar o metodo PDCA de gestao e que este 
contempla, na sua primeira etapa, a formula^ao do planeja- 
mento estrategico. Neste, e de suma importancia o chamado 
balanced scorecard, que sera objeto de detalhamento. A seguir, 
e mostrada de forma autoexplicativa, na Figura 1.4, a origem 
do balanced scorecard. 

Objetivando consolidar o conceito dessa importante fer- 
ramenta de gestao, vamos detalhar um exemplo pratico para 
laboratorio, possibilitando ao leitor uma aplicagao imediata 
dentro da realidade da sua empresa. 

Balanced scorecard - exemplo pratico 

O planejamento estrategico contempla a defmigao do 
negocio da organizagao, a defmigao da visao, a formulagao 
da politica (missao) e dos principios (valores) da qualidade. 

Formulagao das estrategias 
Negocio 

I 

Visao 

I 

Missao - politica da qualidade Postura estrategica 



Figura 1.4 Origem do balanced scorecard. 
Fonte: Acervo do autor. 


A combinagao desses itens com a matriz composta pela in- 
teragao do ambiente externo (ameagas e oportunidades), no 
qual se insere o laboratorio, com o ambiente interno (formas e 
fraquezas) da corporagao, resulta na postura estrategica. Desta 
se originam as estrategias, insumo basico para a estruturagao 
do balanced scorecard, conforme Tabela 1.1. A seguir sera de- 
talhado um exemplo pratico aplicado a um laboratorio de 
analises clinicas. 

■ Visao: Ser o laboratorio de referenda da regiao de 
atuagao. 

■ Missao: Produzir exames com qualidade, atender as ex- 
pectativas dos clientes e assegurar a melhoria continua 
dos processos, garantindo o sucesso do negocio. 

Principios: 

1. Manter constantemente a atengao no cliente, compro- 
metendo-se com o bom atendimento e a qualidade dos 
exames. 

2 . Colocar-se sempre no lugar do cliente. 

3 . Proporcionar um ambiente de trabalho agradavel e seguro. 

4 . Investir na educa^ao e no treinamento dos colaboradores. 

5 . Promover o trabalho em equipe, com base em fatos e 
dados. 

6. Manter o espirito empreendedor por meio de agoes fle- 
xiveis e inovadoras. 

7 . Promover uma relagao de parceria com os fornecedores. 

8. Maximizar os resultados. 

Postura Estrategica: Desenvolvimento. 

Estrategias: 

1. Aumentar o mercado. 

2 . Manter o foco no cliente. 

3 . Garantir a qualidade. 

4 . Controlar custos. 

O conjunto de indicadores do balanced scorecard serve para 
controlar os processos do laboratorio. No item Referencial 
teorico, vimos que qualquer organizagao e formada por um 
conjunto de processos, portanto, controlar uma organizagao e 
controlar os seus processos, decorrendo dai toda a importan¬ 
cia dessa ferramenta. Adicionalmente, os indicadores de de¬ 
sempenho servem para medir se o laboratorio esta atingindo 
sua visao dentro do ambito proposto no negocio. O pressu- 
posto para chegar a esse objetivo e de que se aplicarmos os 
principios (objetivos) da qualidade, isso nos levara a realizagao 
da missao (politica da qualidade) da empresa e, por decorren- 
cia, da visao, garantindo o sucesso do negocio. Portanto, e de 
suma importancia comprovar que os principios e a politica 
estao sendo gerenciados. Com essa fmalidade, podemos utili¬ 
zar o metodo a seguir descrito. 

■ METODO PARA CONTROLE DA POLITICA E 
DOS PRINCIPIOS DA QUALIDADE 

A politica e os principios da qualidade sao assergoes usadas 
pela empresa para anunciar os seus valores, os seus compro- 


s 

w 

Strength 
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Formas 

Fraquezas 

0 

T 

Opportunity 

Threat 
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missos com e para a sociedade, bem como o caminho para 
implanta-los. Portanto, e fundamental que sejam controlados, 
gerenciados, pois so assim podera se afirmar de fato que es- 
tao sendo seguidos. Criamos um metodo com esta fmalida- 
de. Como sao assergoes, basta decompor esses textos em suas 
frases que expressem em si, uma ideia, um pensamento, uma 
afirmagao, em ultima analise, um processo. Uma vez obtidas 


essas sentengas isoladas, criar indicadores de desempenho para 
mensurar os resultados dos processos expressos pelas sentengas, 
estabelecer as metas para esses indicadores, e verificar de forma 
sistematica se foram atingidas. Dito de outro modo, girar o 
metodo PDCA de gestao para esse conjunto de indicadores de 
desempenho ira garantir de forma quantificada o controle da 
politica e dos principios da qualidade (Tabelas 1.2 e 1.3). 


Tabela 1.1 Estrutura do balanced scorecard. 

Perspectivas 

Fatores criticos de sucesso 

Indicadores criticos 

Indicadores complementares 

1 - Financeira 

(Para socios e acionistas) 

1 - Equilibrio financeiro 

2 - Controle de riscos 

3 - Custos dos 

investimentos 

• Lucro 

• Geragao de caixa 

• Margem de lucro 

• Retorno sobre os 
investimentos 

• Razao operacional 

• Lucro por exame 

• Lucro por cliente 

• Ponto de equilibrio 

• Margem de contribuigao 

• Margem de seguranga 

II - Dos clientes 

(Para usuarios finais) 

1 - Adequagao a expectativa 

2 - Credibilidade 

3 - Atendimento 

• Satisfagao dos clientes 

• Qualidade intrinseca 

• Exames entregues com 
atraso 

• Exames antecipados 

• Laudos incompletos 

• Tempo medio de 
atendimento 

• Insatisfagao dos clientes 

• Manutengao dos clientes 

• Exames realizados 

• Clientes atendidos 

III - Interna 

(Para os funcionarios) 

1 - Motivagao 

2 - Confiabilidade 

• Clima organizacional 

• Absenteismo 

• Rotatividade 

• Taxa de acidentes 

• Frequencia de acidentes 

• Produtividade dos 
funcionarios 

• Investimento com educagao 

• Horas de treinamento por 
funcionario 

IV - Interna 

(Para os processos internos) 

1 - Registros 

2 - Digitagao 

• Cadastros incompletos 

• Laudos nao conformes 

• Repetigao de exames 

• Recoleta 

• Requisigoes com dados 
incompletos 

• Faturas erradas 

V - Externa 

(Para logistica/suprimentos 
e marketing) 

1 - Volume 

2 - Prazo 

3 - Exatidao 

4 - Divulgagao 

• Quantidades erradas 

• Entregas fora do prazo 

• Produtos errados 

• Convenios realizados 

• Kits rejeitados 

VI - Social 

(Para comunidade e meio 
ambiente) 

1 - Cidadania 

2 - Responsabilidade 

publica 

• Impacto social 

• Impacto ambiental 

• Exames para a assistencia 
comunitaria 

VII - Inovagao e 
aprendizagem 

(Para o crescimento 
sustentado do laboratorio) 

1 - Antecipagao, visao de 
futuro 

• Planejamento 
estrategico 

• Novos servigos 

• Novas informagoes 


Fonte: Acervo do autor. 
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Tabela 1.2 Indicadores para a politica da qualidade - missao. 


Politica 

Indicadores de desempenho 

Interpretagao 

Produzir exames com qualidade... 

IQI - Qualidade intrinseca 

ILI - Laudos incompletos 

IETA- Exames entregues com atraso 

Laudos corretos e honrando 
o prazo prometido 

... Atender as expectativas dos clientes... 

ISC - Satisfagao dos clientes 

ITMA - Tempo de atendimento 

IAREC - Atendimento na recepgao 

IACOL-Atendimento na coleta 

IINC - Insatisfagao dos clientes 

Aprovagao final do usuario 

... Assegurar a melhoria continua dos 
processos... 

INC - Nao conformidades abertas 

IEAC - Eficacia de agoes corretivas 

IAP - Agoes preventivas 

Auditorias e planejamento estrategico sao 
agoes complementares 

Aprimoramento constante 
do desempenho 

... Garantindo o sucesso do negocio 

IGD - Indicador geral de desempenho 

Todos os demais indicadores da organizagao 

Equilibrio economico e 
financeiro, crescimento 
sustentado da empresa 


Fonte: Acervo do autor. 

Tabela 1.3 Indicadores para os prindpios (objetivos) da qualidade. 

Prindpios - objetivos 

Indicadores de desempenho 

1 - Manter constantemente a atengao no cliente, 
comprometendo-se com o bom atendimento e a 
qualidade dos exames 

IQI - Qualidade intrinseca 

ISC - Satisfagao dos clientes 

IINC - Insatisfagao dos clientes 

ITMA - Tempo de atendimento 

IETA- Exames entregues com atraso 

ILI - Laudos incompletos 

2 - Colocar-se sempre no lugar do cliente 

IQI - Qualidade intrinseca 

ISC - Satisfagao dos clientes 

IINC - Insatisfagao dos clientes 

ITMA - Tempo de atendimento 

IETA- Exames entregues com atraso 

ILI - Laudos incompletos 

3 - Proporcionar urn ambiente de trabalho agradavel e 
seguro 

TF - Taxa de frequencia 

4 - Investir na educagao e no treinamento dos 
colaboradores 

IHT - Horas de treinamento por colaborador 

Provas de conhecimento 

5 - Promover o trabalho em equipe, baseado em fatos e 
dados 

Todos os indicadores de desempenho da organizagao 


(Continua) 
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Fonte: Acervo do autor. 


■ CONCLUSAO 

Vimos que as mudangas no ambiente externo aos la¬ 
boratories criaram novas exigencias para o sucesso do ne- 
gocio, necessidade de permanente atualizagao tecnologica, 
necessidade de certificates/acredita^oes, e uma necessidade 
premente de profissionalismo na gestao administrativa. Esse 
conjunto de requisitos, uma vez satisfeito, deve levar os labo¬ 
ratories a se tornarem competitivos, assegurando sobreviven- 
cia e rentabilidade ao longo dos tempos. No quesito da gestao 
foi sugerido e detalhado um caminho seguro para solugao: 
implantagao de um Sistema Integrado de Gestao (SIG).Tam- 
bem foi mostrado um metodo para implantar o SIG, e um 
exemplo de aplicagao eminentemente pratico para a realida¬ 
de de um lab oratorio, restando apenas, por nao fazer parte do 
capitulo, o detalhamento do segmento dos recursos humanos 
e da infraestrutura das instala^oes fisicas e dos equipamentos. 
Com isto, dentro do ambito delimitado pelos objetivos do 
livro, encerramos o presente capitulo. 
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■ FONTE DE ERROS 

Os erros, assim como em qualquer atividade, estao pre¬ 
serves tambem no laboratorio, sendo suas fontes distribuidas 
nas tres fases que envolvem a realizagao dos exames: fase pre- 
-analitica, fase analitica e pos-analitica. O laboratorio deve 
estar atento, incluindo no seu sistema da qualidade procedi- 
mentos que assegurem a prevengao e minimizagao dos erros. 
Esta e uma tarefa dificil e requer organizagao e persistencia. A 
atengao e o conhecimento das causas dos erros sao fundamen- 
tais para a implanta^ao de agoes preventivas com o objetivo 
de evita-los, alem de medidas para a detec^ao destes, quando 
ocorrerem. Tambem em cada ocorrencia de erro devem ser 
realizadas agoes corretivas para evitar a sua recorrencia. 

Na fase pre-analitica, a participagao do medico na pre- 
vengao de erros e fundamental, porque a sua palavra e a mais 
ouvida e importante para o cliente, que muitas vezes nao 
acredita que a influencia de alguns fatores pre-analiticos pode 
resultar em altera^oes significativas nos resultados dos exames. 

■ FREQUENCE DOS ERROS 

A frequencia dos erros nos exames de laboratorio foi 
avaliada por varios pesquisadores. O mais importante estudo 
foi realizado por Plebani num hospital universitario da Italia, 
com dez anos de dura^ao (de 1996 a 2006), que encontrou 
uma frequencia de 3.092 erros por milhao, correspondendo 
a 0,31% no ano de 2006, havendo significativa melhoria, pois 


em 1996, no inicio do estudo, a frequencia era de 4.700 erros 
por milhao, correspondendo a 0,47%. 

■ DISTRIBUigAO DOS ERROS 

A Tabela 2.1, a seguir, especifica o percentual de erros, 
nas tres fases, encontrados em cinco trabalhos de pesquisa. 

■ FASE PRE-ANALITICA 

Inclui todas as etapas compreendidas entre o pedido me¬ 
dico e a fase instrumental da realizagao dos exames no labo¬ 
ratorio. E uma fase decisiva, porque os fatores que incidem 
sobre ela podem afetar e ate destruir os componentes e as 
propriedades que serao analisadas. Nenhum analista clinico, 
mesmo contando com a melhor tecnologia em equipamen- 
tos e reagentes, podera realizar um bom exame a partir de 
uma amostra de ma qualidade. 

Considera<;6es sobre o preparo e os habitos dos 
pacientes 

Existem muitos fatores que interferem nos resultados. 
Quando a interferencia ocorre diretamente sobre o processo 
utilizado no laboratorio, chama-se interagao in vitro. Quando 
ocorre em fungao das modifica^oes fisiologicas, ocasionadas 
pelo interferente no organismo, e denominada intera^ao in 
vivo ou efeito colateral. Cabe ao medico e ao laboratorio to- 


Tabela 2.1 Distribui^ao dos erros nas tres fases. 



Pre-analitica 

Analitica 

Pos-analitica 

Plebani et al. 

68% 

13% 

19% 

Lapwort et al. 

62% 

32% 

6% 

Goldschimit et al. 

53% 

23% 

24% 

Nutting et al. 

57% 

13% 

30% 

Stahl et al. 

75% 

16% 

9% 
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mar providencias, no sentido de minimizar essas interferences 
e, na impossibilidade, e importante considera-las na interpre- 
tagao dos resultados. Quando existe um segundo exame do 
mesmo cliente, e importante verificar se as condigoes em que 
foram realizados os dois exames foram semelhantes. 

Jejum e dieta 

O jejum habitual e tradicional para exames de labora¬ 
tories e de 8 horas, porem, na maioria dos casos, 4 horas sao 
suficientes. Para alguns, o jejum nao e necessario, enquan- 
to, para outros, tais como Colesterol total, Colesterol-HDL, 
Colesterol-LDL, e Trigliceridios, o ideal e de 12 horas. Um 
jejum prolongado altera varios parametros: bilirrubina, aldos- 
terona, glicerol, trigliceridios, ureia e acido urico. 

O ultimo Consenso que tratou do jejum para o per- 
fil lipidico estabelece a possibilidade de flexibilizar o jejum. 
E recomendado ao laboratorio, quando solicitado, realizar o 
exame sem jejum, sendo obrigatorio no entanto que no lau- 
do esteja explicitada esta condigao e o tempo de decorreu 
apos a ultima alimentagao. 

Alem do jejum previsto, alguns exames tais como: Ca- 
tecolaminas, Acido Vanil Mandelico e Serotonina necessi- 
tam de uma dieta especial por tres dias. A pesquisa de sangue 
oculto nas fezes, por metodo quimico, tambem exige uma 
dieta especial, para evitar que a hemoglobina, alimentos e 
interferentes cromogenos provoquem resultados falso-po- 
sitivos. Atualmente, a pesquisa da hemoglobina humana nas 
fezes pode ser realizada por teste imunologico, que dispensa 
essa dieta. 

Habitos alimentares 

Os nao vegetarianos tendem a ter aumento de acido uri¬ 
co, ureia e amonia comparados com os vegetarianos. Alem 
disso, os vegetarianos exclusivos podem ter o LDL-Colesterol 
e o HDL-Colesterol mais baixos que os nao vegetarianos. Ja 
os lactovegetarianos tern o LDL-Colesterol e o HDL-Coles¬ 
terol mais altos que os vegetarianos exclusivos. 

Esgotamento (estresse) 

Afeta as concentrates de muitos constituintes, tais 
como: Catecolaminas, Metabolitos, Glicose e alguns fatores 
de Coagulagao. 

Ritmo biologico (circadiano) 

Em especial para exames hormonais, e interessante pro- 
gramar a data e/ou a hora para a coleta. 

Para a dosagem de glicose, quando solicitada em jejum, 
o paciente devera estar em jejum de 8 horas e a coleta devera 
ser realizada ate, no maximo, 10 horas. Apos esse periodo, 
mesmo com o jejum de 8 horas, a coleta podera ser feita, mas 
convem que se registre no laudo o horario da coleta. 

Ferro Serico,ACTH e Creatinina estao 30% a 50% mais 
elevados pela manha. O ideal e que sejam coletados antes das 
10 horas. 


O Cortisol apresenta valores mais altos pela manha 
(6 horas) do que a tarde. Tradicionalmente e coletado pela 
manha (entre 7 e 9 horas) ou a tarde (entre 16 e 17 horas) ou 
nos dois horarios. 

Os Trigliceridios, a Ureia, o Fosforo e o Urobilinogenio 
urinario estao mais altos a tarde. 

O Hormonio do crescimento, a Aldosterona e a Fosfa- 
tase acida, encontram-se mais elevadas as 6 horas do que as 
15 horas. 

Idade 

Os valores de alguns parametros bioquimicos sao depen- 
dentes da idade e de outros fatores, como maturidade funcio- 
nal dos orgaos e sistemas, conteudo hidrico e massa corporal. 
Esses fatores influenciam notadamente nas fases neonatal e de 
crescimento quando, inclusive, e necessario adotar intervalos 
de referenda diferenciados para esses periodos. 

Os mesmos fatores afetam os resultados dos individuos 
idosos, porem com menor intensidade. Nos idosos ocorre 
diminuigao da capacidade de hematopoiese, determinando 
menor produ^ao de eritrocitos por unidade de tempo, pro- 
vocando maior facilidade de desenvolvimento de anemias. O 
LDL-Colesterol aumenta progressivamente a partir dos 20 a 
30 anos de idade. 

Na parte hormonal ocorrem as maiores mudangas nos 
idosos: 


Aumentos 

Masculino 

Estrona livre, estradiol livre, 

FSH e LH. Se houver hiperplasia 
prostatica, aumenta tambem a di- 
hidrotestosterona. 

Feminino 

Testosterona ovariana, FSH e LH. 

Am bos os sexos 

Norepinefrina, vasopressina e 
insulina. 

Diminuigoes 

Masculino 

Testosterona, testosterona livre, 
Androsterona, androstenediona, 
de-hidroepiandrosterona e sulfato 
de de-hidroepiandrosterona 

Feminino 

Estrona, estradiol, progesterona, 
androsterona, de- 
hidroepiandrosterona, sulfato de 
de-hidroepiandrosterona. 

Am bos os sexos 

Tri-iodotironina (T3), ACTH e 
Somatomedina. 


Genero 

Alem das diferengas hormonais especificas e caracte- 
risticas de cada sexo, outros parametros, em decorrencia de 
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diferen^as metabolicas, massa muscular e de outros fatores 
apresentam diferengas como a Fosfatase alcalina, Acido urico, 
CK, AST, ALT e Ureia que sao mais altas nos homens. 

Exercicio 

Os exercicios fisicos modificam a concentra^ao de varios 
constituintes do sangue em especial CK.Vejamos alguns es- 
tudos realizados (Figura 2.1). 

__lx 2x 3x 4x 
CK " 

Bilirrubina 
Ureia 
Acido urico 
Glicose 
Albumina 
Calcio 
Fosfatase alcalina 
Sodio 


Figura 2.1 Altera^oes pos-corrida. 

Tambem o Potassio, a Prolactina e a Aldosterona aumen- 
tam apos trabalho muscular vigoroso, e ate em exercicios mais 
suaves, ocorrendo de modo especial aumento significativo do 
Lactato em ate dez vezes, e na Renina em quatro vezes. 

Pessoas em treinamento fisico de longo prazo tern au¬ 
mento de Androsterona, Androstenediona, Cortisol, hGH, 
Colesterol HDL, LH, Prolactina, Proteina total, Testosterona, 
T3 livre,T4 livre e Ureia, Acido urico e Creatinina. 

Hematuria e Proteinuria podem aparecer como conse- 
quencia de exercicio, sendo diretamente proporcionais a in- 
tensidade e duragao. 

Tabagismo 

Os tabagistas tern niveis sanguineos mais altos de Carboxi- 
-hemoglobina, Epinefrina, 11 hidroxicorticoides (ate 75%), Cor¬ 
tisol (ate 40%), Aldosterona, Hemoglobina, Eritrocitos, VCM, 
Leucocitos (ate 30%),Trigliceridios, Glicose, CEA e Amilase. 

Pode ocorrer, tambem, redugao dos niveis de Colesterol 
HDL e da enzima conversora da Angiotensina. 

Consumo de alcool 

Uma dose moderada e isolada de alcool tern pouco efei- 
to nos testes de laboratorio. Dose maior isolada pode aumen- 
tar o Acido urico, o Lactato e os Trigliceridios. A ingestao 
continua de Etanol pode aumentar os niveis de Acido urico, 
ALT, AST, Gastrina, GLDH, GGT, Colesterol HDL, Cortisol, 
Magnesio, Trigliceridios, e reduzir os valores da Glicemia. 

A ingestao recente de alcool (2 a 6 horas antes da cole- 
ta) pode provocar diminuigao de Glicose, Bicarbonato, Os- 
teocalcina, Prolactina, Cortisol, e aumento de Trigliceridios, 
Acido urico, Acido latico e Aldosterona. 


Medicamentos 

As interferencias causadas por drogas podem se dar por 
meio de dois mecanismos: 

1. Mecanismo fisiologico da droga e seus metabolitos. 

2. Mecanismo analitico da droga in vitro , resultante de al- 
guma propriedade fisica ou quimica, que interfere no 
ensaio laboratorial. E especialmente importante a in- 
terferencia das drogas nas provas hepaticas, aumentando 
os niveis da Fosfatase alcalina, Bilirrubinas, ALT, AST e 
Gama GT devido a indugao das enzimas microssomais, 
lesao ou colestase intra-hepatica. Os contraceptivos orais 
aumentam a concentra^ao no sangue de Ceruloplasmina, 
Tireoglobulina, a-l-tripsina, Transferrina, Ferro, 
Trigliceridios, ALT e Gama GT, e diminuem as concen¬ 
trates de Albumina, Mucoproteinas e Zinco. 

O uso de antibiotic os interfere nos resultados das Cultu- 
ras e do Antibiograma. 

Medicamentos locais 

Nas coletas de secregoes (uretral, vaginal, ferida, pustula, 
lesoes etc), o uso de medicamentos locais devera ser suspenso 
quatro dias antes da coleta. 

Drogas de abuso 

Podem interferir nos resultados dos exames. 

A maconha aumenta a Insulina, o Sodio, o Potassio e a 
Ureia e diminui a Creatinina, o Acido urico e a Glicose. 

A heroina aumenta o Colesterol, o Potassio e T4, dimi- 
nuindo a Albumina e o p0 2 . 

A morfma provoca aumento na AST, ALT, Amilase, Lipa¬ 
se, Bilirrubinas, Fosfatase alcalina, Gastrina e TSH, causando 
diminuigao na Norepinefrina e Insulina. 

Postura 

A permanencia no leito determina uma retengao de li- 
quidos no compartimento intravascular, e devido a essa di- 
luigao ocorre diminui^ao da concentragao no sangue das 
substancias nao filtraveis. Na posi^ao ereta existe um outro 
equilibrio, com a passagem desses liquidos do comparti¬ 
mento intravascular para o intersticial, determinando uma 
hemoconcentragao e, com isso, Proteinas totais, Albumina, 
Tiroxina, Renina, Catecolaminas, Calcio, Bilirrubinas, Co¬ 
lesterol, Trigliceridios, varias Enzimas, Hemoglobina, e Dro¬ 
gas aumentam no sangue. Esse efeito e muito importante na 
comparagao de resultados de pacientes internados (pacientes 
internos) e pacientes ambulatoriais (pacientes externos). Sta- 
tland mediu os mesmos analitos nas seguintes condigoes: 

1. Individuos na posi^ao ereta ou sentada. 

2. Os mesmos individuos na posigao deitada por 30 minutos. 

Ciclo menstrual 

Na ovulagao ha redugao dos niveis de Colesterol em re- 
la^ao as demais fases do ciclo. Durante o periodo menstrual as 
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plaquetas diminuem em ate 10%. Os hormonios relacionados 
ao ciclo menstrual variam significativamente nas diversas fa- 
ses do periodo. 

Gravidez 

Na gravidez ocorre aumento do volume plasmatico, cau- 
sando hemodiluigao e tambem aumenta o indice de filtragao 
glomerular: a depuragao da Creatinina pode aumentar em 
50%. No 2 2 e 3- trimestres de gestagao ocorre aumento do 
metabolismo lipidico, com consequente elevagao dos niveis 
sericos de Apolipoproteinas, Trigliceridios, e principalmente 
do LDL-Colesterol. Retornam ao normal geralmente apos 
dez semanas. 

Tambem se elevam os resultados de a-l-antitripsina, 
Amilase, Fosfatase alcalina e cortisol. 

Ocorre a diminui^ao de Albumina serica, Calcio, Fola- 
tos,Vitamina C, Imunoglobulinas, Hemoglobina, Eritrocitos, 
Ureia e Acido urico. 

Peso corporal 

Algumas avaliagoes hormonais e depuragoes necessitam 
da informa^ao do peso corporal para seu calculo. 

O Acido urico, o Colesterol e a Glicose estao geralmente 
mais elevados no grupo de alto peso. 

Hemolise 

A hemolise devido a pun^ao venosa ou decorrente da 
anemia hemolitica eleva as Bilirrubinas, Transaminases, LDH, 
Magnesio e Potassio, e de forma mais discreta a Fosfatase al¬ 
calina, o Ferro, o Fosforo e as Proteinas totais. 

Tambem pode prejudicar os resultados dos testes de coa- 
gulagao. 

Sazonalidade 

Alguns parametros tern concentrates diferentes de 
acordo com as estates do ano. 

AVitamina C tern seus niveis mais altos no verao devido 
a maior exposigao ao sol, e oT4 e mais baixo no verao do 
que no inverno. 

Altitude 

Os niveis do Hematocrito e da Hemoglobina podem se 
elevar em 8% em pessoas que vivem em altitudes de 1.400 
metros. 

A Proteina C-reativa pode elevar-se em 65% a 3.600 
metros de altitude. 

Renina plasmatica, Transferrina, Creatinina urinaria e 
Estriol decrescem com a altitude. 

Manobras medicas 

A massagem e a palpagao da prostata alteraram os niveis 
do PSA. 


■ CUIDADOS NA COLETA DOS MATERIAIS 
BI0L0GIC0S 

Instrugoes para pacientes 

Os pacientes devem receber instrugoes escritas, em lin- 
guagem clara, objetiva e de facil entendimento. Tambem e 
conveniente que as instrugoes escritas sejam transmitidas 
oralmente, confirmando o entendimento pelo paciente. 

Identificapao 

A identifica^ao dos tubos e recipientes deve ser feita pe- 
rante o cliente, e caso a caso. E um dos erros mais graves do 
laboratorio, pois a troca de materiais implica em varios erros. 

Local da pun<;ao 

O local da pungao e importante, principalmente em pa¬ 
cientes internados que estao recebendo solugao parenteral. O 
acesso deve ser feito em outro brago e deve ser informada ao 
laboratorio a administragao via parenteral. Tambem e impor¬ 
tante citar que os valores de alguns parametros sao diferentes 
no sangue venoso, arterial e capilar. 

Garroteamento 

O garroteamento utilizado para localizar a veia, quando 
prolongado, produz aumento das Proteinas, Enzimas e subs- 
tancias ligadas a proteinas tais como: Colesterol, Calcio, Ferro 
e Trigliceridios devido ao seu aumento no espago intravascu¬ 
lar em fungao da saida dos fluidos com baixo peso molecular 
para o espago intersticial. O ideal e um garroteamento leve e 
por um periodo inferior a 1 minuto. 

Dificuldade na punpao 

A dificuldade para puncionar uma veia dificil pode de- 
terminar a entrada de liquidos tissulares em excesso, que po¬ 
dem alterar as provas de coagulagao. 

Contaminaqao 

Coletas de urina para culturas e coletas para hemocultura 
podem ter contaminagao bacteriana. 

■ CRITERIOS DE REJEigAO DE AMOSTRAS 

O laboratorio clinico deve ter um procedimento que es- 
pecifique os criterios de aceitagao e rejeigao das amostras para 
os exames. O procedimento de rejeigao das amostras pode 
ocorrer tanto na fase pre-analitica quanto na fase analitica. 

As amostras de sangue podem ser rejeitadas por: 

■ Falta de identificagao no tubo da amostra. 

■ Coleta realizada em frasco inadequado para o exame 
requisitado. 

■ Apresentar volume insuficiente para o exame solicitado. 

■ Armazenagem da amostra de forma inadequada ao esta- 
belecido para o exame. 
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Preparo inadequado do paciente. 

Falta de confianga na qualidade da amostra. 
Coleta da amostra fora do horario especificado. 
Amostra hemolisada. 



N0TA1 

A hemolise e a causa mais frequente de rejeigao de 
amostras de sangue. Ela pode aparecer na obtengao 
da amostra por: 


• Pungoes repetidas. 

• Uso prolongado de torniquete. 

• Veias finas ou frageis. 

• Inadequado processamento de separagao e esto- 
cagem da amostra. 

• Cateter parcialmente obstruido. 

• Diametro da agulha inadequado. 

• Contaminagao de alcool da pele para amostra. 

• Exposigao da amostra a temperaturas extremas. 

• Centrifugagao a alta velocidade. 

• Transporte inadequado. 



NOT A 2 

A hemolise determina alteragoes nas dosagens de K, 
LDH, CK, CK-MB etc. 







NOT A 3 

Para a obtengao da amostra de sangue com anticoa- 
gulante e imprescindivel respeitar a proporgao de san¬ 
gue para o anticoagulante especificado. 


Exemplo 1: 

Excesso de sangue coletado com Citrato de sodio determina 
o encurtamento dos testes de coagulagao, e a insuficiencia, o 
alongamento. 


■ Apresentar contaminagao fecal ou vaginal. 

■ Tempo de armazenagem superior ao especificado. 

■ Conservagao inadequada apos a coleta. 

■ Coleta em frasco inadequado. 

■ Urinas coletadas com mais de 1 a 2 horas para a pesquisa 
de Trichomonas. 

As amostras de fezes podem ser rejeitadas por: 

■ Falta de identificagao no recipiente da amostra. 

■ Coleta em frasco inadequado. 

■ Armazenagem superior a permitida para analise. 

■ Preparo inadequado do paciente. 

■ Contaminagao com urina ou com outros materiais. 

■ Fezes em estado solido, quando solicitadas para cultura. 

As amostras de secregoes, exsudatos, transudatos e liqui- 
dos biologicos podem ser rejeitadas por: 

■ Falta de identificagao no recipiente da amostra. 

■ Nao ter obedecido a especificagao de coleta. 

■ Apresentar volume insuficiente para o exame solicitado. 

■ Apresentar contaminagao com outro tipo de material. 

■ Armazenagem da amostra por tempo superior ao 
especificado. 

■ FASE ANAUTICA 

Compreende a fase instrumental, incluindo reagentes, ca- 
libragao e controle. Nessa fase os erros podem ser de dois tipos: 

Erros sistematicos ou vies 

Sao os erros que tern sempre a mesma diregao e sao pre- 
visiveis. Suas fontes podem ser o instrumento, a calibragao 
ou o operador. E possivel reduzi-los, sendo sua eliminagao 
completa muito dificil. Sao caracterizados pelo afastamento 
que ocorre entre o valor verdadeiro e o valor medio obtido, 
e podem ser quantificados. Sao responsaveis pela inexatidao, 
ou seja, a diferenga entre o valor obtido e o valor real. Sao 
avaliados pelo Bias. 

Erros aleatorios, assistematicos ou ao acaso 


Exemplo 2: 

O sangue coletado para hematologia, quando a sua quan- 
tidade e insuficiente, vai diminuir o valor do hematocrito, 
provocando alteragoes na coloragao da lamina e mudangas 
morfologicas nas hemacias. 

Exemplo 3: 

Sangue em excesso coletado com Fluoreto de sodio provoca 
hemolise. 


Podem ser negativos ou positivos com diregao e mag¬ 
nitudes imprevisiveis. Ocorrem sempre, mas nao e possivel 
determinar o seu valor. Nao sao eliminaveis, mas podem ser 
minimizados. Sao decorrentes da variabilidade analitica e res¬ 
ponsaveis pela imprecisao dos resultados. 

Erro total 

E a soma dos efeitos do erro aleatorio e do erro sistema- 
tico (Bias) e aleatorio. 


As amostras de urina podem ser rejeitadas por: 

Falta de identificagao no recipiente da amostra. 

Coleta que nao obedeceu as especificagoes. 

Apresentar volume insuficiente para o exame solicitado. 


■ CONTROLE INTERNO DA QUALIDADE 

E o controle intralaboratorial. Consiste na analise diaria 
de amostras-controle, com valores conhecidos, dosadas simul- 
taneamente com as amostras dos pacientes, com o objetivo de 
monitorar a precisao dos resultados. 
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Impiantagao 

A implanta^ao do controle interno da qualidade em um 
laboratorio clinico e de exclusiva responsabilidade do res- 
ponsavel tecnico ou de profissional por ele designado, e deve 
ser realizado cumprindo as seguintes etapas: 

a) Escolher a amostra-controle a ser utilizada. 

b) Estabelecer a media, desvio-padrao e coeficiente de 
variagao da amostra-controle aplicando os calculos 
estatisticos. 

c) Elaborar o grafico de Levey-Jennings referente a 
cada analito determinado no laboratorio clinico. 

d) Implantar uma rotina de determinates da amostra- 
-controle de valor e variabilidade conhecidas, assim 
como treinar e conscientizar o pessoal tecnico res- 
ponsavel pela utiliza^ao do sistema analitico. 

Materials de controle 

Os materiais de controle e suas amostras sao ferramentas 
fundamentals no controle da qualidade analitica, razao pela 
qual devem ter uma matriz, a mais proxima possivel, seme- 
lhante as amostras dos pacientes, possibilitando deste modo 
maior credibilidade das determinates realizadas nestas. 

Tipos de materiais de controle 

Existem diversos tipos de materiais de controle para as 
areas do laboratorio clinico. Eles podem ser diferenciados 
pela composigao de sua matriz. O ideal e que sejam os mais 
similares possiveis com as amostras dos pacientes. Entretanto, 
em algumas situates podem ser utilizados com vantagens os 
materiais baseados em matriz animal. 

Escolha da amostra-controle 

1. Para implantagao do controle interno da qualidade em 

Bioquimica podem ser utilizadas as amostras-controle: 

■ Comerciais, liofilizadas ou liquidas, provenientes de 
soro humano ou animal. 

■ Provenientes de um “pool” de soro humano 
preparado. 

■ Provenientes de um “pool” de soro animal. 

■ Solutes sinteticas as quais foram acrescentadas as 
substancias representativas dos analitos a serem ava- 
liados, com concentrates especificadas. 


NOT A 4 

Para evitar o efeito matriz, sempre que possivel, deve 
ser dada preferencia ao material de origem humana. 

• 

2. Para determinates imunologicas (imunologia de doen- 
gas infecciosas, hormonios, marcadores tumorais, drogas 
terapeuticas etc.) podem ser usadas como controle inter¬ 
no as seguintes amostras-controle: 


■ Comerciais, liofilizadas ou liquidas, provenientes de 
soro humano. 

■ Provenientes de um “pool” de plasma humano, ob- 
tidos em Bancos de Sangue ou de amostras de soro 
do proprio laboratorio. 

■ Provenientes de soro animal, submetidos a inocula¬ 
te de antigenos humanos resultantes de patologias 
a serem examinadas. 

■ Amostras divididas. 

3. Para determinates hematologicas podem ser utilizadas 
como controle interno as seguintes amostras-controle: 

■ Comerciais, oriundas de empresas fabricantes de 
equipamentos, de reagentes ou de fornecedores de 
amostras-controle. 

■ Provenientes de provedores de ensaios de proficiencia. 

■ Amostras de pacientes do dia anterior. 

■ Regra do tres: Multiplicar o valor dos dois primei- 
ros digitos das hemacias por 3 = Hemoglobina; 
multiplicar a Hemoglobina por 3 = Hematocrito. 
Esta e uma formula de controle, que nao deve ser 
usada para as determinates desses analitos, pois nao 
representam a realidade quando ha microcitose ou 
macrocitose. 

■ Algoritmo de BulhVCM, CHCM e HCM. 

■ Amostra dividida. 

4. Para determinates de componentes quimicos em uri- 
nalise podem ser utilizadas como controle interno as 
amostras-controle: 

■ Comerciais, liquidas, provenientes de fabricantes 
tradicionais de amostras-controle. 

■ Provenientes de provedores de ensaios de proficiencia. 

■ Preparagao artificial do proprio laboratorio ou “pool” 
de urina. 

■ Amostra dividida. 

5. Para determinates da avalia^ao dos elementos anormais 
em urinalise utilizando as tiras reagentes (. screening ) podem 
ser usadas como controle interno as amostras-controle: 

■ Comerciais, liquidas ou liofilizadas provenientes de 
fabricantes internacionais de amostras-controle. 

■ Provenientes de provedores de ensaios de proficiencia. 

■ Preparagao artificial do proprio laboratorio ou “pool” 
de urina. 

■ Amostra dividida. 

6. Para determinates microbiologicas podem ser usadas 
como controle interno as amostras-controle: 

■ Bacterias validadas provenientes de organismos de 
validate de bacterias, como a ATCC, IPT, Adolfo 
Lutz, Manguinhos. 

■ Provenientes de provedores de ensaios de proficien¬ 
cia, com sua identifica^ao validada pelos mesmos. 

■ Fase pre-analitica: meios de cultura, corantes e processos. 

7. Para controle interno em Parasitologia, Citologia clinica, 
Bacterioscopia e determinado especifica do Hemograma 
sugerimos que o laboratorio clinico estabelega uma rotina 
de garantia da qualidade, com verificagao por outro profis¬ 
sional de 10% das amostras positivas de pacientes, para algu- 
ma patologia, e as negativas, para confirmacao dos laudos. 
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NOT A 5 

Essa verificagao dever ser registrada para comprovar a 
execugao deste processo de validagao e de precisao. 




8. Para liquidos biologicos temos de levar em consideragao 
que: 

a) Geralmente e um material escasso. 

b) Raramente e solicitado ao laboratorio. 

c) Nao existem amostras-controle disponiveis. 

d) Testes pluralizados: proteinas, celularidade, bacterios- 
copia, cultura, bioquimicos etc. 



NOT A 6 

Sugestao de controle interno: amostra dividida ou tes¬ 
te supervisionado. 




9. Para outras especialidades ou analitos, para os quais nao 
existem amostras-controle disponiveis, o laboratorio cli- 
nico deve aplicar um metodo alternativo para esse con¬ 
trole e que estao estabelecidos na norma CLSI GP29-A. 

Os procedimentos alternativos de avaliagao interna da 
qualidade sao: 

■ Amostra dividida, em que o laboratorio clinico 
envia para outro laboratorio ou outro profissional 
uma aliquota de sua amostra para confirmagao de 
resultado. Esse outro laboratorio pode ser o seu la¬ 
boratorio de apoio. 

■ Utilizagao de amostras de pacientes em que os re- 
sultados foram confirmados por correlagao clinica. 

■ Repetigao das dosagens sob a supervisao de outro 
profissional. 

■ Utilizagao de calibradores de fabricantes dos 
reagentes. 

■ Utilizagao das amostras-controle dos provedores de 
ensaios de proficiencia. 

■ Utilizagao das medias obtidas em amostras de 
pacientes. 

■ Utilizagao das faixas de valores de referenda. 

■ Revisao de laminas por outro profissional ou super¬ 
visor em analises morfologicas. 

Quando e utilizado um metodo alternativo, o proprio 
laboratorio deve defmir o seu limite de aceitagao, assim 
como a frequencia com que ele deve ser realizado, regis- 
trando os resultados obtidos. 


Preparapao de soro-controle a partir de uma 
mistura (pool) de soros 

E um processo economico de utilizar um soro-controle 
para o controle interno em laboratorio clinico. 

■ Coletar diariamente, em frasco plastico, as sobras de so¬ 
ros do dia, do proprio laboratorio. 

■ Descartar os soros que sejam reagentes para doengas in- 
fecciosas, os lipemicos, os ictericos e os hemolisados. 

■ Estocar o frasco no congelador. 


■ Quando obtiver um volume suficiente de soro, retirar o 
frasco do congelador para descongelar, que pode ser feita 
em banho-maria a 37 °C ou em temperatura ambiente. 

■ Apos o descongelamento completo, homogeneizar por 
agitagao por cerca de uma hora. 

■ Filtrar a mistura atraves de capa grossa de gaze ou centri- 
fugar em alta rotagao para eliminar o maximo de turvagao. 

■ Dosar os analitos e avaliar a necessidade de acrescentar 
os que estao com baixa concentragao, de acordo com 
suas necessidades. 

■ Agitar bem apos o acrescimo para dissolver a substancia 
acrescentada. 

■ Filtrar ou centrifugar de novo, se necessario, para dimi- 
nuir a turvagao. 

■ Aliquotar em tubos, em quantidade suficiente para a uti¬ 
lizagao diaria, tampar, rotular e congelar a menos 20 °C. 

■ Para a utilizagao diaria, retirar um tubo do congelador e 
deixar descongelar normalmente a temperatura ambien¬ 
te antes do uso. 





NOTAS 7 E 8 

1 0 manuseio deve ser realizado o mais asseptico 
possivel, com o intuito de nao haver contaminagao 
excessiva do soro-controle. Pode ser avaliada a pos- 
sibilidade de acrescentar Azida sodica para evitar a 
contaminagao, desde que nao haja interferencia da 
mesma nas metodologias das dosagens. 


2 0 volume do material deve ser o suficiente para a 
utilizagao pelo prazo de um ano. 


Determinagao da media, desvio-padrao e 
coeficiente de variapao 

A determinagao da media, o desvio-padrao e o coeficiente 
de variagao da amostra-controle utilizados no controle interno 
da qualidade e de exclusiva responsabilidade do laboratorio cli¬ 
nico. No caso de utilizagao de soros-controle comerciais, com 
valores conhecidos, validados, as suas medias e a sua variabilida- 
de informada devem ser confirmadas pelo usuario, utilizando 
os processos estatisticos, do seguinte modo: 

■ Dosar diariamente cada parametro vinte vezes, no mini- 
mo, em dias diferentes. 

■ A amostra-controle deve ser analisada de modo identico 
as amostras dos pacientes. 

■ Determinar, com esses vinte valores, a media, o desvio- 
-padrao e o coeficiente de variagao. 

■ Elaborar o grafico de Levey-Jennings e avaliar os resulta¬ 
dos, seguindo as regras estabelecidas por Westgard. 


Elaborapao dos graficos de controle 

Apos o calculo da media e do desvio-padrao, o labora¬ 
torio clinico deve elaborar o grafico de Levey-Jennings em 
papel quadriculado para cada analito examinado. Esse grafico, 
que e utilizado somente para valores numericos, deve ser in- 
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terpretado pelo pessoal designado antes de liberar os resulta- 
dos diarios de cada rodada de exames. 

O grafico de Levey-Jennings pode ser construido ma- 
nualmente, do seguinte modo: 

a) Selecionar uma folha de pap el quadriculado e re¬ 
gistrar a rotulagem do grafico com o nome do teste 
ou analito, nome e numero de lote do material de 
controle, unidades de medida, a media e o desvio- 
-padrao obtido, e a identificagao do instrumento. 

b) Preparar a escala do eixo x : o eixo horizontal ou eixo x 
representa o tempo. Criar uma escala dividida igual- 
mente para acomodar trinta dias ou trinta corridas 
analiticas. Colocar o titulo do eixo x, que pode ser: 
Dias ou Corridas analiticas. 

c) Preparar a escala do eixo y: o eixo vertical ou eixo y 
representa os valores observados dos controles, sendo 
necessario ajustar a escala para acomodar o menor e o 
maior valor esperado. Para criar uma escala adequada 
deve-se acomodar valores que vao da media -4 des¬ 
vios-padrao a valores da media +4 desvios-padrao. A 
criagao de uma escala para acomodar as concentrates 
esperadas para valores daTabela 2.1, escalar valores de 
media (90) menos 4 desvios-padrao (4 X 2) e media 
(90), mais 4 desvios-padrao (4 X 2). Assim, os valores 
estao distribuidos entre 82 e 98. Marcar as concentra¬ 
tes apropriadas no eixo y e colocar o titulo, que pode 
ser: Concentrates ou Valores dos controles. 

d) Marcar as linhas da media e dos limites de controle : lo- 
calizar no eixo y o valor correspondente a media 
e tragar uma linha horizontal. Localizar os valores 
correspondentes a -Is, -2s, e -3s, e + Is, +2s, e +3s, e 
tra^ar linhas horizontais. Um exemplo do mapa de 
Levey-Jennings e mostrado na Figura 2.2. 

Com a utilizagao de metodos de boa precisao e exatidao, 
os valores encontrados de cada analito na amostra-controle 
devem apresentar seus pontos plotados no grafico de Levey- 
-Jennings entre os limites de ± 2 desvios-padrao, ficando os 
mesmos distribuidos, aproximadamente, a metade de cada 
lado, e a reta que liga os mesmos deve cruzar a linha da me¬ 
dia. E comum um resultado em cada 20 ficar fora dos limites 
de ± 2 desvios-padrao, pois o limite de confidencia e de 95% 
(Figura 2.2). 


Observagoes 

1. Uma das vantagens da aplicagao dos graficos de Levey- 
Jennings ou de Shewart e a possibilidade de, visualmente, 
apos a inser^ao de cada ponto, avaliar o desempenho da 
determinate da amostra-controle. 

2. Existem programas de computadores que auxiliam o 
laboratorio na elaboragao do grafico e na aplica^ao das 
regras deWestgard, possibilitando uma decisao logo apos 
a insergao do resultado diario do soro-controle. 

3. Os participantes do Programa Nacional de Controle de 
Qualidade (PNCQ) podem acessar a ferramenta PRO¬ 
IN em tempo real, no site do programa, para a avaliagao 
dos resultados desse controle. 

■ CONTROLE EXTERNO 

E o controle interlab orator ial em que os resultados de 
cada teste sao comparados com a media de consenso dos 
dados agrupados por metodologias. Os laboratories partici¬ 
pantes analisam amostras-controle de concentrates desco- 
nhecidas. E uma ferramenta que visa a avaliar a exatidao dos 
metodos empregados. Os laboratories recebem periodica- 
mente amostras de valor desconhecido, realizam as determi¬ 
nates, e os resultados encontrados sao enviados ao provedor 
ate uma data-limite. Apos o tratamento estatistico dos dados 
a avaliagao e encaminhada ao laboratorio sob a forma de re- 
latorio para permitir uma analise detalhada e providencias 
quanto as corregoes necessarias. 

E fundamental que a analise dos relatorios feita pelo la¬ 
boratorio seja com enfase especial para os resultados com 
desvio da media de consenso acima da permitida, mas tam- 
bem e importante a analise de todos os demais resultados na 
busca de tendencias que podem estar ocorrendo. Na maioria 
das vezes, um mau resultado pode estar precedido de resulta¬ 
dos tendenciosos em avalia^oes anteriores, e acabam levando 
a um desvio indesejado da media. 

■ TRANSPORTE DO MATERIAL BIOLOGICO 
Tempo 

O tempo entre a coleta do material e a realizagao dos 
exames deve ser o minimo possivel. Quando as coletas sao 
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Figura 2.2 Grafico de Levey-Jennings. 
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realizadas em postos de coleta ou em unidades hospitalares 
e importante que exista um sistema continue* de transporte. 

Temperatura 

O material, quando e transportado, deve ser acondicio- 
nado em recipientes termicos para garantir a sua integridade, 
e embalado de acordo com a legislagao vigente. 

■ FASE POS-ANAUTICA 

Etapas realizadas apos a fase analitica, necessarias para que 
os resultados obtidos cheguem ao destino (medicos e clientes). 

Transcriqao dos resultados 

Transcrigao errada, numeros ou letras mal-escritas indu- 
zindo a erro. 

Laudo 

Informagoes de dificil interpretagao, mal-expressas ou in- 
completas podem gerar confusao na interpretagao dos exames. 

Avalia<;ao medica do resultado 

A interpretagao dos resultados e talvez a mais importante 
desta fase. Resultados mal-interpretados podem causar gran¬ 
de dano ao cliente e, muitas vezes, repercutir no lab oratorio 
e ocasionar descredito. 

■ GARANTIA DA QUALIDADE 

A Garantia da Qualidade e o conjunto de atividades pla- 
nejadas e sistematicas do Laboratorio Clinico com o objetivo 
de garantir que o seu servigo atende aos requisitos da quali¬ 
dade. A Garantia da Qualidade engloba as atividades relacio- 
nadas aos processos pre-analiticos, analiticos e pos-analiticos. 
Portanto, o seu objetivo e assegurar que o produto final de 
suas atividades seja adequado as necessidades e satisfagao do 
cliente. Para garantir a qualidade de seus servigos, o laborato¬ 
rio deve implantar um Sistema de Gestao da Qualidade, que 
possa dar sustentagao a todas as suas atividades. E importante 
que os laboratories oferegam servigos que superem as expec- 
tativas de seus clientes, nao atendendo apenas as suas necessi¬ 
dades, mas indo alem delas. 

■ VARIABIUDADE BIOLOGICA (VB) 

E a variagao resultante de fatores proprios, particulares 
e caracteristicos de cada individuo, sendo independente das 
variaveis pre-analiticas. Reflete, ao acaso, as flutuagoes dos 
niveis dos constituintes em torno de pontos homeostaticos. A 
variabilidade biologica nao e dependente do sistema diagnos- 
tico empregado, nem dos operadores do laboratorio, sendo 
uma caracteristica com grandeza individual. 

A existencia da variabilidade biologica e um conheci- 
mento antigo, mas somente a partir de 1999 Carmen Ricos e 
colaboradores elaboraram uma base de dados que e atualizada 
periodicamente. Todos os pesquisadores sobre esse assunto es- 


tao convidados a informar seus dados para cricos@hg.vhebron. 
es para permitir uma atualizagao constante da tabela. 

■ ESPECIFICAQOES DA QUALIDADE 
ANALITICA 

E o nivel de desempenho do laboratorio clinico para dar 
suporte as decisoes medicas. 

Em abril de 1999, na cidade de Estocolmo, na Suecia, foi 
realizada a conferencia denominada “Strategies to set Global 
Quality Specifications in Laboratory Medicine”com o objetivo de 
obter consenso e estabelecer especificagoes globais da quali¬ 
dade laboratorial. 

As estrategias foram hierarquizadas com respeito ao grau 
com que atendem as necessidades medicas: 

1. Avaliagao do efeito do desempenho analitico em deci¬ 
soes clinicas especificas. 

2. Avaliagao do efeito do desempenho analitico em deci¬ 
soes clinicas gerais: 

a) especificagoes gerais da qualidade baseadas na 
Variagao Biologica (VB); 

b) especifica^oes gerais da qualidade baseadas em opi- 
nioes medicas. 

3. Recomendagoes profissionais publicadas: 

a) recomendagoes de grupos de especialistas nacionais 
e internacionais; 

b) recomenda^oes de especialistas ou de grupos 
institucionais. 

4. Metas de desempenho analitico baseadas em compara- 
goes interlaboratoriais: 

a) especifica^oes da qualidade defmidas por regula- 
mento (Ensaios de Proficiencia - EP); 

b) especifica^oes da qualidade defmidas por provedores 
de programas de Avaliagao Externa da Qualidade 
(AEQ). 

5. Dados publicados com base no estado da arte: 

a) dados do estado da arte extraidos de programas EP e 
AEQ; 

b) metodologias individuais publicadas. 

O modelo de Avaliagao do efeito do desempenho analitico em 
decisoes clinicas especificas, que e considerado o melhor modelo, 
tern aplica^ao dificil, limitada, e ainda nao e bem compreen- 
dido pelos profissionais da saude. Sendo assim, o modelo que 
utiliza os componentes da Variagao Biologica (VB) e que 
ocupa a segunda posigao na tabela hierarquizada de modelos 
passa a ser o modelo de escolha pelas seguintes caracteristicas: 

■ Imprecisao e bias defmidos. 

■ Baseado nas necessidades medicas. 

■ Aplicaveis a todos os laboratories, independentemente 
do porte, do tipo ou da localizagao. 

■ Construidos a partir de modelos simples, facilmente 
compreensiveis e coerentes. 
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Sendo assim, podem ser estabelecidas as especificagoes da 
qualidade analitica ou metas de desempenho do laboratorio 
clinico baseadas na variabilidade biologica. Esse modelo tem 
sido recomendado por especialistas dedicados ao estudo da 
qualidade laboratorial. 

Niveis da especificaqao da qualidade para o erro 
aleatorio (imprecisao) 

Otimo CVa igual ou menor que 0,25 CVi 

Desejavel CVa igual ou menor que 0,50 CVi 

Minimo CVa igual ou menor que 0,75 CVi 

CVa = Coeficiente de variagao analitica 

CVi = Coeficiente de variabilidade intraindividual 


cador da doenga estudada, isto e, avalia a capacidade do teste 
em detectar a doenga quando ela esta presente. 

VP 

Sensibilidade = Wl , T ^ 1 . T X 100 
VP + FN 


VP = Verdadeiro positivo 
FN = Falso-negativo 

Portanto, um teste com 99% de sensibilidade indica que, 
em 100 individuos doentes ou com o marcador da doenga, 
o resultado sera positivo em 99 casos e havera 1 resultado 
falso-negativo. 

Quanto maior a sensibilidade, menor sera o numero de 
resultados falso-negativos. 


Niveis de especificaqao da qualidade para o erro 
sistematico (Bias) 

Otimo ES = 0,125 X (CVi 2 + CVg 2 ) 1 / 2 
Desejavel ES = 0,25 X (CVi 2 + CVg 2 ) 1 / 2 
Minimo ES = 0,375 X (CVi 2 + CVg 2 ) 1 / 2 


6 



N0TA9 

0 nivel mais baixo que um metodo e capaz de de¬ 
tectar com boa precisao e chamado de "sensibilidade 
analitica ou limiar de detecgao" e nao deve ser con- 
fundido com a sensibilidade diagnostica. Utiliza-se 
muito o limiar de detecgao nas pesquisas qualitativas. 


ES = Erro sistematico ou Bias 

CVi = Coeficiente da variabilidade intraindividual 

CVg = Coeficiente de variabilidade interindividual 

Niveis da especificaqao da qualidade 
para o erro total 

Otimo ET = ES otimo + 1,65 X CVa otimo 

Desejavel ET = ES desejavel + 1,65 X CVa desejavel 

Minimo ET = ES minimo + 1,65 X CVa minimo 


■ ESPECIFICIDADE DIAGNOSTICA 

E a probabilidade de um teste dar resultado “NEGATI- 
VO”, quando o paciente analisado nao tem a doenga ou o 
marcador da doenga, isto e, avalia a capacidade do teste em 
afastar a doenga quando ela esta ausente. 

VN 

Especificidade = X 100 

VN + FP 


ET = Erro total 

ES = Erro sistematico 

CVa = Coeficiente de variagao analitica 

1,65 = Escore Z da distribuigao gaussiana 





OBSERVACAO 

Os niveis desejaveis sao os mais utilizados e aplicaveis 
para a maioria dos analitos. Ocorre que, para alguns, 
principalmente aqueles homeostaticamente bem re- 
gulados, o nivel desejavel e tao baixo que nao e pos- 
sivel obte-lo mesmo utilizando sistemas reagentes e 
equipamentos avangados. Por esta razao, recomen- 
da-se que sejam utilizadas as especificagoes otimas 
para os analitos com maior variabilidade biologica, 
e as nmnimas para aqueles com menor variabilidade 
biologica. 


VN = Verdadeiro negativo 
FP = Falso-positivo 

Portanto, um teste com 99% de especificidade indica 
que, em 100 individuos nao doentes ou sem o marcador da 
doenga, o resultado sera negativo em 99 casos e havera 1 re¬ 
sultado falso-positivo. 

Quanto maior a especificidade de um teste, menor sera o 
numero de resultados falso-positivos. 





NOTA10 

A quantidade maxima de substancias potencialmente 
interferentes, que podem estar presentes sem causar 
problemas no desempenho de um metodo, estabele- 
ce a especificidade analitica desse metodo e nao deve 
ser confundida com a especificidade diagnostica. 


■ SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE E 
ACURACIA 

Sensibilidade diagnostica 

E a probabilidade de um teste dar resultado “POSITI¬ 
VO”, quando o paciente analisado tem a doenga ou o mar- 


Nao existem testes diagnosticos perfeitos, capazes de 
acertar todos os diagnosticos, pois simultaneamente deveriam 
apresentar 100% de sensibilidade diagnostica e 100% de espe¬ 
cificidade diagnostica. Portanto, acuracia de 100%. 

O estudo das curvas de distribuigao de frequencia de- 
monstra que quando se quer ganhar na sensibilidade, ne- 
cessariamente havera perda na especificidade, assim como o 
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inverso e verdadeiro e, portanto, sempre existira a possibili- 
dade de resultados falso-positivos, falso-negativos ou ambos. 

■ ACURACIA DO TESTE 

E a proporgao de testes verdadeiramente positivos e ver- 
dadeiramente negativos em relagao a totalidade dos resultados. 

A , . _ VP +VN 

Acuracla “ VP +VN + FP + FN 


VP = Verdadeiro positivo 
VN = Verdadeiro negativo 
FP = Falso-positivo 
FN = Falso-negativo 

Nos testes imunologicos, a maior frequencia de resul¬ 
tados falso-positivos e falso-negativos ocorre na regiao pro- 
xima ao limiar de reatividade ( cut-off) e vai diminuindo na 
medida em que se afastam desta zona. 

As limitagoes e as diferengas de desempenho (sensibili- 
dade diagnostica e especificidade diagnostica) entre os testes 
decorrem de questoes tecnologicas que cada fabricante pro- 
cura resolver na busca de maior eficiencia. E possivel que 
existam resultados diferentes quando os testes sao realizados 
com reagentes diferentes. 

■ VALOR PREDITIVO DOS RESULTADOS 

As decisoes clinicas sao baseadas em informagoes sobre 
o paciente, obtidas mediante procedimentos diagnosticos. 
Todo o meio utilizado para obter informagoes cientificas de 
um paciente pode ser considerado um procedimento diag¬ 
nostic: historia clinica, exame fisico, exames de laboratorio, 
exames por imagem, exames por tragados graficos, e outros. 

A prevalencia de uma doenga e representada pelo nu- 
mero de individuos doentes dentro de uma popula^ao consi- 
derada. O exame fisico e a historia clinica do paciente sao as 
maiores e melhores ferramentas para aumentar a prevalencia 
da doenga num individuo, a medida que possibilitam melhor 
sele^ao e classifica^ao dos pacientes, para os quais serao soli- 
citados os exames. 

Um teste ideal de laboratorio deveria ser capaz que se- 
parar corretamente os individuos doentes dos individuos nao 
doentes, e entao nao haveria resultado falso-positivo ou falso- 
-negativo. Infelizmente, nao existe teste que preencha esse 
requisito. Portanto, e necessario conviver com a existencia de 
testes falso-positivos e falso-negativos e administra-los. 

Valor Preditivo Positivo (VPP ou VP+) 

E a probabilidade de doenga ou presenga do marcador da 
doenga num paciente com o resultado positivo de um teste. 
E influenciado pela prevalencia da doenga. O valor preditivo 
positivo somente pode ser de 100% se a especificidade do 
teste utilizado for de 100%.Testes com alta especificidade tern 
valor preditivo positivo tambem alto, e devem ser utilizados 


principalmente nas situagoes em que e importante que os 
pacientes com resultados positivos sejam corretamente iden- 
tificados (testes confirmatorios). 

VP 

Valor preditivo positivo — yp + pp x 100 


VP = Verdadeiro positivo 
FP = Falso-positivo 

Valor Preditivo Negativo (VPN ou VP-) 

E a probabilidade de nao ter a doenga ou do marcador da 
doen^a num paciente com o resultado negativo de um teste. 
E pouco influenciado pela prevalencia. O valor preditivo ne¬ 
gativo somente pode ser de 100% se a sensibilidade do teste 
utilizado for de 100%.Testes com alta sensibilidade tern valor 
preditivo negativo tambem alto e devem ser utilizados princi¬ 
palmente nas situagoes em que e importante que os pacientes 
com resultados negativos sejam corretamente identificados 
(testes de triagem). 

VN 

Valor preditivo negativo — y-^ + X 100 


VN = Verdadeiro negativo 
FN = Falso-negativo 

Prevalencia da doen<;a 

A prevalencia de uma doenga e a proporgao de individuos 
de um grupo ou de uma populacao que apresentam esta doenga. 
Nao pode ser confundida com incidencia, que e uma medida 
de casos novos de uma doenga num periodo de tempo deter- 
minado. A prevalencia se reflete a todos os individuos afetados, 
independentemente da data em que contrairam a doenga. 

A prevalencia de uma doenga, provavelmente, e o fa- 
tor mais importante, mas tambem o menos compreendi- 
do. Afeta significativamente a utilidade do resultado de um 
teste, porque tern forte influencia sobre o valor preditivo 
do teste. Quanto maior a prevalencia da doenga, maior o 
valor preditivo positivo de um teste positivo; quanto me- 
nor a prevalencia, maior o valor preditivo negativo de um 
teste negativo. Um bom exame fisico e uma historia clinica 
corretamente interpretada sao essenciais para uma boa pra- 
tica medica, assim como sao fundamentais para o uso eficaz 
dos testes de laboratorio, porque selecionam pacientes com 
maior prevalencia da doenga e, com isso, aumentam o valor 
preditivo positivo dos resultados. No diagnostico da hepa¬ 
tite, por exemplo, a historia de uma transfusao de sangue 
separa a populagao em dois grupos: aqueles que receberam 
transfusao, e por isso tern maior risco e maior prevalencia 
de hepatite do tipo B do que aqueles que nao receberam 
transfusao. O mesmo ocorre quando o paciente tern sua 
atividade profissional na area da saude, pois pertence a um 
grupo de risco de maior prevalencia para hepatite B do 
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que os profissionais de outras atividades. Da mesma forma, 
a prevalencia para Anti-HIV reagente e muito maior numa 
popula^ao prisional do que na populagao em geral, porque 
pertencem a grupos de risco diferentes, e por isso o va¬ 
lor preditivo de um resultado positivo desse exame, quando 
realizado na populagao prisional, tambem e maior do que 
quando realizado na populagao em geral. 

-p. , A VP + FN 

Prevalencia - V p + F p + p N + VN X 100 


VP = Verdadeiro positivo 
FN = Falso-negativo 
FP = Falso-positivo 
VN = Verdadeiro negativo 

Valor preditivo positivo do resultado de um exame, isto 
e, a capacidade desse exame em identificar corretamente os 
individuos doentes ou com presenga do marcador depende 
da especificidade do sistema diagnostico utilizado no labora- 
torio (componente de responsabilidade tecnico-laboratorial), 
pois quanto mais especifico o sistema diagnostico, menos fal- 
so-positivos serao encontrados, aumentando o valor preditivo 
positivo desse resultado. 

O valor preditivo negativo de um resultado, isto e. a 
capacidade desse exame em identificar corretamente os in¬ 
dividuos nao doentes depende da sensibilidade do sistema 
diagnostico utilizado no laboratorio, sendo menos influen- 


ciado pela prevalencia da doen^a. Portanto, o valor preditivo 
negativo do exame depende de sua sensibilidade e diminui 
com o aumento da prevalencia da doenga. 

Deve-se ter muito cuidado na interpretagao de exames 
realizados, tais como: check-up, pre-natal, pre-operatorio, ad- 
missional, demissional ou ao acaso, porque esses pacientes, 
provavelmente, tern a prevalencia para a doenga semelhante a 
da popula^ao em geral, isto e, baixa prevalencia. Portanto, os 
resultados desses exames tern valor preditivo positivo tambem 
baixo devido a maior influencia de resultados falso-positi- 
vos. Porem, os resultados negativos desses exames sao muito 
relevantes, devido ao alto valor preditivo negativo, devido a 
menor influencia de resultados falso-negativos nesses casos. 
Tambem estao incluidos nesse contexto os exames solicitados 
com a fmalidade de excluir doengas e, ainda, aqueles solici¬ 
tados em carater defensivo para evitar problemas que possam 
ser levantados em rela^ao a ma pratica e dano moral. 

Na populagao com baixa prevalencia para a doenga os 
resultados positivos podem ser pouco conclusivos, mas os 
resultados negativos sao bons excludentes de doenga. 

■ VALORES CRITICOS 

Sao os resultados cujos valores representam risco grave 
ao paciente, e que os laboratorios devem, apos confirmados, 
comunicar imediatamente ao medico assistente. Na impos- 
sibilidade de contato direto com o medico, a comunicagao 
deve ser feita com a enfermagem ou familiar. 


Quantitativos 

Adultos 

Acido urico 

> 13,0 mg/dL 

Risco de nefropatia aguda por acido urico, com bloqueio tubular a insuficiencia renal. Em tal circuns- 
tancia, o quociente acido urico/creatinina na urina (de uma micgao) e > 1,0 mg/mg. 

Antitrombina 

< 50% 

Indicativo de deficiencia consideravel de inibidor, o qual, em presen^a de uma atividade aumentada 
de pro-fatores da coagulagao constitui alto risco de complicates tromboemboliticas. 

Amilase 

> 200 UI/L 


Possibilidade de aneurisma aortico abdominal, pancreatite cronica, obstrugao do ducto biliar, obstru- 
gao intestinal, infec^ao supurativa, abscesso hepatico, cancer hepatico. 

Aminotransferases 

> 1.000 UI/L 

Dependendo da popula^ao atendida no consultorio ou clinica correspondente. 

Amonea 

> 100 mg/dL (59 mmol/L) 

Risco de encefalopatia hepatica. Os estados comatosos iniciam habitualmente a partir de > 
300 mg/dL (176 mmol/L). 

Bilirrubina total 

> 15,0 mg/dL (257 mmol/L) 


Enfermidade hepatobiliar produzida predominantemente por viroses hepatotropicas com risco de 
contagio. 
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Quantitativos 


Adultos 


Calcio total 

< 6,6 mg/dL (1,65 mmol/L) 

Calcio ionico 

< 3,1 mg/dL (0,38 mmol/L) 

Risco de tetania hipocalcemica. 

Calcio total 

> 14,0 mg/dL (3,50 mmol/L) 

Calcio ionico 

> 6,3 mg/dL (1,60 mmol/L) 

Risco de crise hipercalcemica associada a sintomas, tais como: deficit de volume, encefalopatia meta¬ 
bolica e sintomas gastro-intestinais. 

Cloretos 

<75 mmol/L 

Indicativo de alcalose metabolica consideravel. 

> 125 mmol/L 

Indicativo de acidose metabolica primaria maciga ou pseudo-hipercloremia, em caso de intoxica^ao 
por brometos. 

Creatinina 

> 7,40 mg/dL (654 mmol/L) 

Insuficiencia renal aguda, por exemplo devido a uma insuficiencia multiorgaos ou de uma sepsis. 

CK total 

> 1.000 UI/L 

Dependendo da popula^ao atendida no consultorio ou clinica correspondente. 

Dimeros D 

Positivo ou dosagem aumentada 

Em presen^a de uma CIVD, a detecgao ou o valor aumentado de D dimeros indica a presenga de fase 
II - ativa^ao descompensada do sistema hemostatico ou de fase III - quadro clinico completo de CID. 

Digoxina 

> 2,0 mg/dL (2,56 nmol/L) 

Possibilidade de arritmia sinusal, bradicardia e sintomas extracardiacos, tais como: cansa^o, debilidade 
muscular, nauseas, vomitos, letargia, cefaleia. Distintos graus de bloqueio auriculoventricular. 

Digitoxina 

> 40 mg/dL (52 nmol/L) 

Os mesmos da digoxina. 

Etanol 

>3,5 g/L (76 mmol/L) 

Concentra^ao sanguinea de 3 a 4 g/L pode ser fatal quando em uso simultaneo com medicamentos. 

Fibrinogenio 

< 0,8 g/dL 

Risco de hemorragia. 

Fosforo inorganico 

< 1,0 mg/dL 

Possibilidade de dores musculares, sintomas do sistema central tais como: desorienta^ao, confusao, 
convulsao, coma, insuficiencia respiratoria com acidose metabolica. 

> 9,0 mg/dL 

Esses valores aparecem na sindrome de lise tumoral aguda e na insuficiencia renal terminal. 
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Quantitativos 

Adultos 


Glicose 

< 45 mg/dL 

Risco de sintomas neurologicos de hipoglicemia, que podem estender-se desde uma diminui^ao 
da fun^ao cognitiva ate a inconsciencia. 

> 450 mg/dL 

Risco de coma diabetico devido a falta de insulina. Desenvolvimento de uma diurese osmotica com 
desidrata^ao grave e cetoacidose diabetica. 

Hematocrito 

< 18% 

Corresponde a uma concentragao de hemoglobina < a 6,0 g/dL. O miocardio recebe uma quanti- 
dade insuficiente de oxigenio. 

> 61% 

Significa uma intensa hiperviscosidade do sangue. A resistencia ao fluxo circulatorio esta elevada; 
situa^ao de amea^a de insuficiencia cardiocirculatoria. 

Hemoglobina 

< 6,6 g/dL 

Os mesmos do hematocrito. 

> 19,9 g/dL 

Os mesmos do hematocrito. 

Lactato 

> 45 mg/dL 

Indicativo de uma hiperlactacidemia do tipo A, que causa uma diminui^ao no recebimento de 0 2 nos 
tecidos. O metabolismo do acido piruvico deixa de ser oxidativo para ser predominantemente redutor. 

LDH 

> 1.000 UI/L 

Dependendo da popula^ao atendida no consultorio ou clinica correspondente. 

Leucocitos 

< 2.000/^L 

Perigo elevado de infec^ao, quando a contagem dos granulocitos for inferior a 500/mL. 

> 50.000/^L 

Indicativo de uma reagao leucemoide. Por exemplo, sepsis ou leucemia. 

Lipase 

> 700 UI/L (Metodo turbidimetrico) 

> 225 U/L (Metodo colorimetrico) 

Indicativo de pancreatite aguda. 

Magnesio 

< 1,0 mg/dL 

Risco de sintomas, tais como: parestesia, caibras musculares, irritabilidade, tetania. As arritmias car- 
diacas aparecem, em geral, quando existe ao mesmo tempo hipopotassemia, e sao intensificadas pelos 
digitalicos. 

> 4,9 mg/dL 

Diminui^ao da transmissao neuromuscular, resultando em sedagao, hipoventilagao com acidose respira- 
toria, debilidade muscular, diminui^ao dos reflexos tendinosos. 

Mioglobina 

> 110 jug /L 

Suspeita de infarto do miocardio em pacientes com angina pectoris. 
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Quantitativos 

Adultos 


Sodio 

< 120 mmol/L 

Intenso transtorno da tonicidade (distribuigao de agua entre o espaf o intracelular e extracelular) devido 
a um disturbio do hormonio antidiuretic o, da ingestao de agua ou da capacidade de concentra^ao e 
dilui^ao renais. Os sintomas clinicos de uma hiponatremia intensa sao resultantes do deficit de volume. 

>160 mmol/L 

As principals manifestagoes de uma hipernatremia severa sao os disturbios do sistema nervoso cen¬ 
tral, tais como: desorienta^ao e aumento da excitabilidade neuromuscular com tremores e ataques 
convulsivos. 

Osmolaridade 

< 240 mOsm/kg 

Edema celular com aumento do volume celular e aparecimento de sintomas neurologicos e psiquia- 
tricos. 

> 330 mOsm/kg 

Intensa hiperviscosidade do sangue. A resistencia ao fluxo circulatorio esta elevada, situagao discreta 
de insuficiencia cardiocirculatoria. 

pco 2 

< 19 mmHg 

Hiperventilagao. 

> 67 mmHg 

Hipoventila^ao. 

pH 

< 7,20 

Acidose gravemente descompensada representando perigo de morte. 

> 7,60 

Alcalose gravemente descompensada representando perigo de morte. 

po 2 

< 43 mmHg 

Esses valores correspondem a uma satura^ao de oxigenio da hemoglobina inferior a 80% e, portanto, 
pode-se considerar risco de vida. 

Protrombina 

Tempo > 27 s ou Atividade < 50% 

Diminui^ao dos fatores da coagulagao dependentes da vitamina K (fatores II,VII e X) ou do fatorV. 
Como todos esses fatores sao produzidos pelo figado, uma redu^ao do tempo de protrombina, a esses 
niveis, traduz um transtorno consideravel da capacidade de sintese. Em uso de terapia cumarinica 
existe o risco de sangramento se a atividade da protrombina for inferior a 15%, equivalente a um 
RNI de aproximadamente > 4. 

Plaquetas 

< 20.000/uL 

Risco de sangramento. Descartar uma trombocitopenia induzida por EDTA. 

> 1.000.00/uL 

Risco de trombose. 

Troponina 

> 1,0 mg/L (1,0 //g/mL) 

Indicativo de infarto do miocardio ou angina pectoris instavel. 
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Quantitativos 

Adultos 

T3 

> 30 mg/L e 

T4 livre 

> 35 ng/L (3,5 ng/dL) 

Indicatives de tireotoxicose, condigao detetavel clinica e lab orator ialmente, em que os tecidos sao 
submetidos a uma hiperconcentragao de hormonios tireoideos e, entao, reagem frente a isso. As causas 
podem ser: enfermidade de Basedow, tumores trofoblasticos, adenoma hiperfuncionante da glandula 
tireoide, bocio nodular tireotoxico e, raras vezes, uma hiperprodugao de hormonio tireoestimulante 
(TSH). 

Tromboplastina 

Tempo > 75 s 

(ATTP) 

Deficiencia ou inativa^ao dos fatores VII,VIII, IX, XI ou XII, com perigo de sangramento. Em tra- 
tamento com heparina ha perigo de sangramento se a ATTP esta aumentada em mais de 2,5 vezes o 
limite superior de referenda. 

Ureia 

> 214 mg/dL (35,6 mmol/L) 


Indicativo de insuficiencia renal aguda, com aumento proporcional entre a ureia e a creatinina. Nas 
altera^oes pre-renal e pos renal, os aumentos da ureia e da creatinina nao sao proporcionais. 

Recem-nascidos 

Bilirrubinas 

> 14 mg/dL (239 mmol/L) 

No primeiro dia de vida, indicativo de doenga hemolitica do recem-nascido, com risco de encefalo- 
patia por bilirrubina. 

Glicose 

< 30 mg/dL (1,7 mmol/L) 

Hipoglicemia devido a transtorno congenito, ou hiperinsulinismo devido a diabetes mellitus da mae. 
A concentra^ao de glicose < 25 mg/dL (1,3 mmol/L) deve ser tratada mediante administragao pa¬ 
renteral de glicose. 

Glicose 

> 325 mg/dL (18,0 mmol/L) 

Deve ser investigada a causa com urgencia. 

Hematocrito 

< 33% 

Indicativo de anemia severa, com suprimento inadequado de oxigenio nos tecidos. 

> 71% 


Hiperviscosidade do sangue, com aumento da resistencia circulatoria. 

Hemoglobina 

< 8,5 g/dL 

Risco de falencia multipla de orgaos, especialmente em pacientes com combinagao de isquemia e 
hipoxia. 

> 23% 

Hiperviscosidade do sangue, com aumento da resistencia circulatoria e sobrecarga do cora^ao. 

IgM 

> 20 mg/dL 

Uma concentragao de IgM acima do limite pode estar correlacionada a uma infec^ao intrauterina. 

Leucocitos 

< 5.000/^L 

Pode indicar sepsis neonatal. 

> 25.000/^L 

Pode indicar sepsis neonatal. 

Potassio 

< 2,6 mmol/L 

Ocorrencia de sintomas neuromusculares, com hiporreflexia e paralisia dos musculos respiratorios. 

> 7,7 mmol/L 

As consequencias clinicas sao: disturbio do ritmo cardiaco, debilidade da musculatura esqueletica e 
paralisia respiratoria. 
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Quantitativos 


Recem-nascidos 

po 2 

< 37 mmHg 

Queda da saturagao de oxigenio da hemoglobina, levando a valores abaixo de 85%. 

Plaquetas 

< 100.000/^L 

Em recem-nascidos de peso normal esse resultado deve ser investigado. Em recem-nascidos com peso 
inferior a 2.500 g, o valor limite e de 50.000/^L. 

Proteina C-reativa 

> 5,0 mg/L 

Indicativo de sepsis neonatal. 

Qualitativos 

Lfquido cefalorraq 

uidiano 

Aumento da contagem de celulas. 


■ Leucocitose, presen^a de celulas tumorais. 

■ Glicose mais baixa que 2/3 da do soro. 

■ Lactato > 20 mg/dL (2,2 mmol/L). 

■ Detec^ao de microrganismos no Gram ou provas de aglutinagao. 


Urina 


■ Rea^ao fortemente positiva para glicose e acetona nas tiras reagentes. 

■ Presenga de cilindros eritrocitarios. 

■ Mais de 50% dos eritrocitos deformados. 

■ Hemoglobinuria nas tiras reagentes, sem presenga de eritrocitos no exame do sedimento ao microscopio. 

■ Pesquisa positiva para drogas. 


Leucograma 


■ Rea^ao leucemoide. 

■ Suspeita de leucemia. 

■ Suspeita de aplasia. 

■ Presenga de celulas falciformes. 

■ Presen^a de agentes da malaria. 


Microbiologia 


■ Pesquisa direta ou cultural de microrganismos em exsudatos e transudatos, procedentes de cavidades. 

■ Pesquisa positiva para agentes infecciosos, tais como: Estreptococos do Grupo B, Legionelas, Pneumocistis carinii , 
Cryptococcus etc. 

■ Pesquisa positiva para BAAR. 

■ Coprocultura positiva para Salmonella, Shigella, Campilobacter, Vibrio e Yersinea. 

■ Pesquisa positiva para C. dificile , C. perfingens, N. gonorrhoeae , B. pertussis , M. meningitidis, C. diphteriae e fungos, como 
Aspergilus, Blastomyces, Coccidioides, Histoplasma. 

■ Hemocultura positiva. 


munologia/lmuno-hematologia 


Teste de Coombs direto ou indireto em especimes de rotina. 
Teste de Coombs positivo em cordao umbilical. 

Teste positivo confirmado para hepatite, sifilis e HIV. 
Aumento dos niveis de anticorpos para agentes infecciosos. 
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■ INDICADORES DA QUALIDADE 

O conceito de indicador esta associado a um modelo e a 
uma variavel aleatoria em fun^ao do tempo. A utilizagao de 
indicadores no laboratorio clinico permitira ao administrador 
conhecer o seu desempenho e tomar as medidas preventivas 
ou de melhoria antes de serem transformadas em nao con- 
formidades. A importancia dos indicadores pode ser defmida 
em tres paragrafos: 

a) Se os indicadores nao podem ser defmidos e calcu- 
lados nao podem ser medidos. 

b) Se nao podem ser medidos, os processos nao podem 
ser controlados. 

c) Se os processos nao podem ser controlados, nao po¬ 
dem ser introduzidas as melhorias. 

Portanto, os indicadores quanto as suas caracteristicas de- 
vem ser: 

a) Simples: indicador de facil obten^ao dos dados, de 
elabora^ao, de calcular e de ser compreendido. 

b) Pertinente e especifico: e a capacidade de medir 
quantitativamente e mostrar claramente so a eviden- 
cia que se quer controlar. 

c) Reproduzivel: que tenha a capacidade de reprodu- 
zir nos limites estabelecidos em um sistema estavel, 
os valores de uma medigao realizada, em condi^oes 
identicas, assegurando o conhecimento da evolugao 
do desempenho do processo. 

d) Confiavel: e a capacidade de ser verdadeiro e preci- 
so, condigoes dificeis de serem obtidas em avaliagoes 
subjetivas, que dependem da percep^ao do analista. 

Existem tres conceitos de especifica^oes que ajudam a 
estabelecer os indicadores da qualidade: 

a) Caracteristica do produto ou necessidade do paciente. 

b) Caracteristica do desempenho do produto para 
atender as necessidades do paciente. 

c) Caracteristica do desempenho do processo. 

Como consequencia, os indicadores da qualidade sao 
oriundos da mensuragao dessas caracteristicas, sendo que a 
primeira mede a satisfagao ou insatisfagao do paciente, a se- 
gunda mede o desempenho dos produtos, e a terceira mede 
o desempenho dos processos de obtengao. Nesta ultima ca¬ 
racteristica estao incluidos, alem do desempenho global, o 
desempenho dos recursos humanos, o servigo de apoio, dos 
fornecedores, da comunidade e da sociedade como um todo. 

As metodologias de medigao utilizadas para estabelecer 
as metas dos indicadores da qualidade podem ser: 

a) Processo de comparagao em tempo real de funciona- 
mento, com as especificagoes de excelencia, estabe- 
lecidas pelo proprio laboratorio ou em comparagao 
com outras caracteristicas do mercado, concorrentes 
ou necessidades dos pacientes. 

b) Processo de proje^ao (media, desvio-padrao, media 
acumulada etc.). 

c) Processo de previsao (projegao + previsao). 


Todos os indicadores da qualidade devem estar expres- 
sos em uma unidade, e sendo ela utilizada para a verificagao 
de desempenho e avaliagao de melhoria continua, a melhor 
unidade e em percentual (%), que permite comparar o estado 
atual com a melhoria a ser implementada no servigo. Por¬ 
tanto, graficos como os de Pareto, de Ishikawa, de dispersao 
ou similares fornecem uma visao rapida para a avaliagao dos 
indicadores da qualidade, aplicados aos laboratories clinicos. 

Para planejar a implantagao de indicadores da qualidade 
em um laboratorio clinico podemos utilizar as seguintes fases: 

■ Prepara^ao: criar cultura e clima adequados na empre- 
sa, formar equipes, estabelecer metas, e planejar contatos 
com os pacientes. 

■ Identifica^ao das caracteristicas, indicadores e 
metas: realizar pesquisas, traduzir necessidades e expec- 
tativas, desenvolver e desdobrar indicadores, selecionan- 
do os mais importantes. 

■ Sistema de informafao: identificar as fontes de dados, 
eliminar indicadores inviaveis, desenvolver metodolo¬ 
gias, verificar consistencia do sistema. 

■ Medi^ao e analise de dados e resultados: coletar, 
processar e analisar os dados e resultados, procurar redu- 
zir o ciclo, analisar criticamente, tomar decisoes, utilizar 
no planejamento e medir o uso dos dados e resultados. 

■ Avalia^ao e melhoria: avaliar o uso dos indicadores e 
aprimorar o sistema quando necessario. 

Nos laboratories clinicos os indicadores da qualidade de- 
verao conter, no minimo, os seguintes itens, sem necessaria- 
mente se restringir a eles: 

a) Desempenho dos controles interno e externo da 
qualidade. 

b) Avaliagao da satisfagao do paciente (atendimento, 
qualidade, liberagao e entrega do laudo). 

c) Avaliagao da satisfagao do paciente medico (atendi¬ 
mento, qualidade, liberagao e entrega do laudo). 

d) Desempenho do setor de coleta de material. 

e) Avaliagao da qualidade da amostra. 

f) Desempenho dos processos de dosagens. 

g) Mensuragao das nao conformidades. 

h) Tempo de permanencia da amostra no laboratorio 
ate a libera^ao do laudo. 

i) Amostras insatisfatorias ou incorretas por falta da 
preparagao padronizada do paciente. 

j) Cadastramento incompleto do paciente. 

k) Recusa das amostras por nao cumprimento das 
especifica^oes. 

l) Falta de reagentes por deficiencia do setor de 
compras. 

m) Pane nos equipamentos. 

n) Erros de transcrigao nos laudos. 

o) Tempo de disponibiliza^ao dos resultados dos exa- 
mes de rotina e urgentes. 

p) Emissao de um segundo laudo por extravio do 
primeiro. 

q) Repetigoes de exames e suas causas. 


30 


Parte 2 



Gestao da Qualidade 


■ SISTEMA DE GESTAO DA QUALIDADE 

O Sistema de Gestao da Qualidade (SGQ) e uma estru- 
tura organizacional criada para gerir e garantir a qualidade, 
os recursos necessarios, os procedimentos operacionais e as 
responsabilidades estabelecidas. 

O SGQ deve ser documentado e formalizado segundo o 
Manual da Qualidade (MQ), devendo incluir claramente os 
elementos que identifiquem a forma de gestao que possa ter 
influencia na Qualidade do servi^o oferecido. 

Todos os documentos do SGQ devem ser organizados e 
controlados obedecendo a uma hierarquia. 

1- nivel: MQ - Manual da Qualidade: 

E o documento basico do SGQ, deve conter 
a politica da qualidade, determinar os requi¬ 
sites a serem cumpridos de acordo com a 
norma de referenda e descrever to da a do- 
cumentagao do sistema. 

2- Nivel: PQ - Procedimentos da Qualidade: 

Sao os documentos do 2° nivel da hierarquia 
dos documentos e devem descrever como 
sao realizadas as atividades. Devem relatar o 
que se faz e como se faz. 

3- Nivel: IT - Instrufoes de Trabalho: 

Sao documentos com um nivel de detalha- 
mento maior. Devem estar disponiveis nos 
locais em que a tarefa e executada. 

DC - Descri^ao de Cargos: 

E o documentos que descreve os cargos e 
fungoes dos colaboradores. 

FR - Formularios de Registro: 

Anexos 

Sao os documentos que registram os dados 
que evidenciam as atividades realizadas. 

■ ACREDITAgAO 

Acreditar significa dar credito, crer, ter como verdadei- 
ro, dar ou estabelecer credito. 

Acredita^ao significa outorgar a uma organizagao um 
certificado de avaliagao que expressa a conformidade com 
um conjunto de requisitos previamente estabelecidos. 


Portanto, a Acreditagao do Sistema da Qualidade de La¬ 
boratories Clinicos e um processo periodico e voluntario, 
outorgado por entidades credenciadas, com a fmalidade de 
comprovar a implementagao do seu sistema da qualidade, 
quer seja em relagao a capacidade organizacional ou tecnica. 
No Brasil existem tres entidades reconhecidas pela Agenda 
Nacional de Saude Suplementar (ANS) para realizar a acre- 
ditagao de laboratories, que sao: 

■ DICQ: Sistema Nacional de Acreditagao patrocinado 
pela Sociedade Brasileira de Analises clinicas (SBAC). 

■ PALC: Programa de Acreditagao de laboratories 
Clinicos patrocinado pela Sociedade Brasileira de 
Patologia Clinica (SBPC). 

■ ONA: Organiza^ao Nacional de Acredita^ao. 
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Valter Teixeira da Motta 



Desequilibrio Acidobasico 


■ CONCEITOS FISIOLOGICOS FUNDAMENTAIS 

A compreensao dos desequilibrios acidobasicos requer o 
conhecimento de definigoes e principios fundamentals, que 
enfatizam esses processos fisiologicos. 

Acidos sao substancias que podem doar Ions hidrogenio 
(H + ), e bases sao substancias que podem aceitar Ions H + , in- 
dependentemente da carga da substancia. 

H 9 C0 3 (acido) <-> H + + HCO“ (base) (Rea^ao 1) 

Acidos fortes sao aqueles que estao completamente ioni- 
zados, e acidos fracos sao os que estao parcialmente ionizados. 

HC1 H + + CT 

Acido cloridrico (HC1) e considerado um acido forte 
porque esta presente somente na forma ionizada no orga- 
nismo, enquanto o H 9 C0 3 e um acido fraco, porque esta io- 
nizado parcialmente e, no equilibrio, os tres reagentes estao 
presentes. 

A lei da agao das massas estabelece que a velocidade da 
reagao e proporcional ao produto da concentragao dos rea¬ 
gentes. Com base nesta lei, a adigao de H + ou bicarbonato 
impulsiona a reagao 1 para a esquerda. 

Em condigoes fisiologicas normals, a concentragao de 
ions hidrogenio ([H + ]) nos liquidos do corpo e mantida em 
limites bastante estreitos em cerca de 40 nEq/L. A concen- 
tragao do bicarbonato (24 mEq/L) e 600 mil vezes aquela do 
[H+].A regulagao rigida de [H + ] em baixos teores e crucial 
para as atividades normals da celula porque EC em altas con¬ 
centrates liga-se fortemente as cargas negativas das protei- 
nas, incluindo enzimas, impedindo o seu funcionamento. Sob 
condigoes normals, acidos e, em menor extensao, bases sao 
adicionadas constantemente ao compartimento extracelular, 
e para que o corpo mantenha a concentra^ao fisiologica de 
H + de 40 nEq/L, tres processos sao realizados: 

■ Tamponamento por tampoes extracelulares e intracelulares. 

■ Ventilagao alveolar que controla a PaC0 9 . 

■ Excregao renal que controla o bicarbonato plasmatico. 


■ TAMPOES 

Tampoes sao acidos ou bases fracas que sao capazes de 
minimizar alteragoes no pH por cap tar ou liberar H + . Fosfato 
e um exemplo de um tampao efetivo, como na reagao: 

HPCR + H + <-> H PO; 

4 2 4 

Com a adigao de H + ao liquido extracelular, o monoi- 
drogeno fosfato liga o H + para formar o di-hidrogenofosfato, 
minimizando a alteragao no pH. Do mesmo modo, quando 
[H + ] esta reduzida, a rea^ao se desloca para a esquerda. Assim, 
os tampoes trabalham como uma defesa de primeira linha 
para evitar alteragoes no pH que, caso contrario, poderia re- 
sultar da constante adigao diaria de acidos e bases aos liquidos 
do corpo. 

Sistema tampao HCO^/H^O,, 

O principal sistema tampao extracelular e o HCO“/ 
H 2 C0 3 cuja fungao e ilustrada pelas reagoes: 

H 2 0 + C0 2 <r> H 2 C0 3 H + + HCCT 

Os componentes da reagao tornam o sistema altamente 
efetivo pela capacidade de controlar a PaC0 2 por altera^oes 
na ventilagao. O aumento do teor de dioxido de carbono 
(C0 2 ) impulsiona para a esquerda a reagao. De modo simpli- 
ficado, a adigao de um acido (H + ) aos liquidos do corpo re- 
sulta no consumo de HCO“ e formagao de acido carbonico; 
o acido carbonico, por sua vez, forma agua e C0 9 . A concen- 
tra^ao de C0 9 e mantida em niveis estreitos, via respira^ao, 
que elimina o C0 9 acumulado. Os rins regeneram o HCO“ 
consumido durante a reagao. 

A reagao continua orientada para a esquerda enquanto o 
C0 9 e eliminado ou ate que HCO“ seja significativamente 
exaurido, produzindo menos HCO“ disponivel para ligar H + . 
Como o HCO“ e a PaC0 9 podem ser manejados indepen- 
dentemente (rins e pulmoes, respectivamente) tornam esse 
sistema-tampao altamente efetivo. No equilibrio, a relagao 
entre os tres reagentes da reagao e expressa pela equa^ao de 
Henderson-Hasselbalch, que relacionam a concentra^ao do 
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CO 0 dissolvido (ou seja, H 0 CO 3 ) a pressao parcial de C0 2 
(03 X PaC0 9 ) do seguinte modo: 


pH = 6,10 + log 


[HCO-] 
0,03 X PaC0 2 


Alter nativamente: 


[h+] = 24 X 


PaC0 2 

[HCO-] 


Notar que as alteragoes no pH ou [H + ] sao o resultado 
das modificagoes relativas na razao do PaC0 2 ao HCO“, em 
lugar da alteragao absoluta de qualquer um. Em outras pala- 
vras, se tanto a PaC0 2 e o HCO“ mudam na mesma diregao, a 
razao permanece a mesma e o pH ou [H + ] permanece relati- 
vamente estavel. Para reduzir a alteragao no pH quando tanto 
o HCO“ ou PaC0 9 alteram seus teores, o organismo, dentro 
de certos limites, modifica a outra variavel na mesma diregao. 

Na acidose metabolica cronica os tampoes intracelulares 
(ex.: hemoglobina, osso) podem ser mais importantes que o 
HCO“ nos casos em que o HCO“ extracelular e baixo. 

Manuseio do acido renal 

Acidos sao adicionados constantemente aos liquidos 
corporais. Isso inclui acidos volateis (ex.: carbonico) e nao 
volateis (ex.: sulfurico, fosforico). O metabolismo dos car- 
boidratos e gorduras da dieta produz aproximadamente 
15 mil mmol de CO 0 por dia, que e excretado pelos pulmoes. 
Obstaculos na execugao dessa agao resultam em acidose res- 
piratoria. 

O metabolismo das proteinas (ex.: aminoacidos conten- 
do enxofre) e fosfatos da dieta formam acidos nao volateis, 
H 2 S0 4 e H 3 P0 4 . Esses acidos sao inicialmente tamponados 
pelo sistema HC0 3 /H 2 C0 3 como segue: 


H 2 S0 4 + 2 NaHC0 3 Na 2 S0 4 + 2H 2 C0 3 ^ 2H 2 0 + C0 2 

O resultado liquido e o tamponamento de um acido for¬ 
te (H 9 S0 4 ) por duas moleculas de HCO“ e a produgao de um 
acido fraco (H 9 C0 3 ), que minimiza as alteragoes de pH. Os 
pulmoes excretam o C0 9 produzido, e os rins, para prevenir 
a progressiva perda de HCO“ e acidose metabolica, substi- 
tuem o HCO“ consumido (principalmente pela secregao de 
H + no ducto coletor). Alguns aminoacidos (ex.: glutamato, 
aspartato) formam citrato e lactato, que, por sua vez, serao 
convertidos em HCO“ O resultado liquido e uma carga de 
50 a 100 mEq de H + por dia. 

Para manter o pH na faixa normal, os rins realizam duas 
fungoes fisiologicas. A primeira e a reabsorgao do HCO“ 
filtrado (qualquer perda deHCO“ e igual a adigao de uma 
quantidade equimolar de H + ), uma fungao do tubulo proxi¬ 
mal. A segunda e a excregao da carga diaria de H + (a perda 
de H + e igual a adigao de quantidade equimolar de HCO“), 
fungao do tubo coletor. 


Reabsor<;ao do HC0 3 

Um individuo saudavel, com concentragao serica do 
HCO“ de 24 mEq/L e ultrafiltrado glomerular diario de 
180 L contem 4.300 mEq de HCO“, que sera todo reabsorvi- 
do. Aproximadamente, 90% do HCO“ filtrado e reabsorvido 
no tubulo proximal, e o restante e reabsorvido na alga ascen- 
dente e no ducto coletor. 

A 3Na + -2K + /ATPase (sodio-potassio trifosfatase) forne- 
ce a energia para o processo, que mantem a concentragao do 
Na + intracelular baixo e um relativo potencial intracelular 
negativo. A baixa concentragao do Na + indiretamente forne- 
ce a energia para a troca Na + /H + apical, NHE3 (simbolo do 
gene SLC9A3), que transporta H + para o interior do lumen. 
O H + no lumen tubular combina com o HCO“ filtrado na 
reagao: 


HCCT + H + ^ H 2 C0 3 ^ H 2 0 + C0 2 

A anidrase carbonica (isoforma CA IV), presente na 
borda em escova dos primeiros dois segmentos do tubulo 
proximal acelera a dissociagao do H 2 C0 3 em H 0 O + CO 0 , 
que desloca a reagao para a direita e mantem a concentragao 
luminal de H + baixa. O CO 0 difunde para a celula tubular 
proximal provavelmente via canal aquoso aquaporina-1, onde 
a anidrase carbonica (isoforma CA II) combina o C0 2 e agua 
para formar HCO“ e H + . O HCO“ produzido intracelular- 
mente retorna ao espago pericelular e, entao, para a circulagao 
via cotransporte Na + /3HCO“ basolateral, NBCel-A (simbo¬ 
lo do gene SLC4A4). 

Em essencia, o HCO“ filtrado e convertido a C0 9 no 
lumen, que difunde para a celula tubular proximal e, entao, e 
reconvertido a HCO“ para retornar a circulagao sistemica e, 
assim, recuperar o HCO“ filtrado. 

Excregao acida 

A excregao da carga acida diaria (50 a 100 mEq de H + ) 
ocorre principalmente pela secregao de H + pela H + /ATPase 
apical nas celulas intercaladas a dos tubos coletores. 

O HCO“ formado intracelularmente retorna para a cir¬ 
culagao sistemica via CIVHCO", o AE1 (simbolo do gene 
SLC4A1 ) e o H + entram no lumen tubular via bombas de 
protons 1 para 2 apical, HVATPase ou H + -K + /ATPase. A 
secregao de H + nesses segmentos e influenciada pela reabsor- 
gao de Na + nas celulas principals adjacentes ao tubo coletor. 
O Na + reabsorvido cria uma negatividade relativa no lumen, 
que decresce a quantidade de H + secretada e difunde de volta 
ao lumen. 

Os ions hidrogenio secretados pelos rins podem ser ex- 
cretados como ions livres, entretanto, em pH urinario 5 (igual 
a concentragao de 10 ^Eq/L de H + livre), exigiria a excre¬ 
gao de 5.000 a 10.000 L de urina por dia. O pH urinario 
nao pode diminuir muito abaixo de 5,0 porque o gradiente 
contra a bomba de protons HVATPase (pH 7,5 intracelular 
para o pH 5,0 luminal) torna-se muito abrupto. Uma urina 
acidificada ao maximo, mesmo com um volume de 3 L dia- 
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rios poderia conter somente 30 /u ,Eq de H + livre. No entanto, 
mais que 99,9% da carga de H + e excretada tamponada pelas 
bases fracas NH 3 ou fosfato. 

Acidez titulavel 

A quantidade de H + secretado tamponado por acidos 
fracos filtrados e chamada acidez titulavel. O fosfato como 
HPO 2- e o principal tampao nesse sistema. 

H,P O a <-> H + + HPO 2 ' 

2 4 4 

A quantidade de fosfato filtrado e limitada e relativamen- 
te fixa, portanto, somente uma fragao do H + secretado pode 
ser tamponada pelo HPOj~. Outros tampoes urinarios in- 
cluem o acido urico e a creatinina. 

Amonia 

O segundo mais importante sistema de tamponamento 
urinario para o H + secretado e a utilizagao da amonia (NH 3 ) 
como tampao: 

NH 3 + H + NH 4 + 

A amonia e produzida no tubulo proximal a partir do 
aminoacido glutamina em reagao acelerada pela carga acida 
e hipocalemia. Amonia e convertida em ion amonio (NH+) 
pelo H + intracelular, e e secretada no lumen tubular proximal 
pelo antiporte Na + H + (NH+) apical. 

O contratransportador Na + /K + (NH|)/2C1“ apical no 
ramo ascendente da alga de Henle entao transporta NH+ para 
o intersticio medular, onde e dissociado em NH 3 e H + . O 
NH 3 entra nas celulas epiteliais do ducto coletor via trans- 
portadores basolaterais de amonia, RhBG e RhCG, e entao 
e transportado para o lumen do ducto coletor via RhCG 
apical, onde esta disponivel para tamponar ions H + e tornar- 
-se NH+. O NH+ e captado no lumen e excretado como sal 
de Cl, e cada ion H + tamponado e um HCO“ ganho para a 
circulagao sistemica. 

O aumento da secregao de H + no ducto coletor desvia 
a equagao para a direita e reduz a concentragao de NH 3 , fa- 
cilitando a difusao continuada de NH 3 do intersticio, reduz 
seu gradiente de concentragao no lumen do ducto coletor, 
permitindo que mais H + seja tamponado. Os rins podem 
ajustar a quantidade de NH 3 sintetizada para atingir a de- 
manda, tornando-a num poderoso sistema para tamponar o 
H + secretado na urina. 

Anions indeterminados (Al) 

O plasma, como qualquer outro compartimento liquido 
do corpo, e neutro. A carga eletrica dos anions e igual a dos 
cations. O principal cation e o Na + e os principal anions no 
plasma sao o Cl" e o HCO“ Anions extracelulares presen- 
tes em baixas concentragoes incluem fosfato, sulfato e alguns 
anions organicos, enquanto os cations presentes incluem K + , 
Mg 2+ e Ca 2+ . Os anions indeterminados (AI) sao calculados 


pela diferenga entre a concentragao do Na + e dos anions Cl“ 
e HCO“ Aumentos dos AI resultam tanto da redugao dos 
cations nao medidos (ex.: hipocalemia, hipocalcemia, hipo- 
magnesemia) como de aumentos em anions nao medidos 
(ex.: hiperfosfatemia, teores elevados de albumina). Em certas 
formas de acidose metabolica, outros anions se acumulam; o 
aumento de AI pode sugerir um diagnostico diferencial para 
a causa da acidose. 

HA + NaHC0 3 NaA + H 2 C0 3 <r> CO 0 + H 2 0 

A reagao indica que a adigao de acido (HA, onde H + esta 
combinado com um anion nao medido) resulta no consumo 
de HCO“; a adigao de anions contribuira para o aumento 
dos AI. Por exemplo, a acidose metabolica e assim classificada 
com AI normais (tambem chamada acidose metabolica hi- 
percloremica) e acidose metabolica com AI altos. 

Anions indeterminados urinarios 

O calculo do AI urinario colabora na avaliagao de alguns 
casos de acidose metabolica nao AI. Os principals cations uri¬ 
narios medidos sao o Na + e K + , e o principal anion e o Cl". 

AI urinarios = ([Na + ] + [K + ]) - [Cl ] 

Os principals anions e cations urinarios nao medidos 
sao o HCO“ e NH|, respectivamente. A excregao do HCO“ 
em individuos saudaveis e geralmente negligenciavel, e a 
media de excregao diaria de NH| e de aproximadamente 
40 mEq/L, que resulta em AI positivo ou perto de zero. Na 
acidose metabolica os rins aumentam a quantidade de NH 3 
sintetizada para tamponar o excesso de H + e a quantidade de 
NH 4 C1 aumenta. A elevagao de NH+ nao medido aumenta a 
medida do Cl - na urina, e o efeito liquido e um AI negativo, 
representando uma resposta normal a acidificagao sistemica. 
Assim, o achado de um AI positivo na urina diante da acidose 
metabolica nao AI direciona para um defeito da acidificagao 
renal (ex.: acidose tubular renal [RTA]). 

Ressalva no calculo dos AI urinarios 

A presenga de cetonuria torna esse teste sem sentido, pois 
a carga negativa das cetonas nao e medida e os AI urinarios 
serao positivos ou zero, apesar da acidificagao renal e os niveis 
de NH| estarem aumentados. Alem disso, redugao severa do 
volume de perda de NaHC0 3 extrarrenal causa reabsorgao 
proximal de Na + , com pequena quantidade de Na + chegando 
ao lumen do tubo coletor para ser reabsorvido em troca pelo 
H + . A limitada excregao de H + reduz a excregao de NH| e 
pode tornar os AI urinarios positivos. 

Potassio e secreqao acida renal 

A secregao acida renal e influenciada pelo K + serico. 
Pode resultar do deslocamento transcelular do K + quando o 
K + intracelular e trocado pelo H + extracelular ou vice-versa. 
Na hipocalemia pode se desenvolver uma acidose intracelu- 
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lar; na hipercalemia, uma alcalose intracelular e possivel. A 
reabsorgao do HCO“ esta secundariamente aumentada para 
compensar a acidose intracelular. O aumento da concentra- 
£ao de H + intracelular promove a atividade da Na + /H + apical 
(que troca o H + pelo Na + ). 

A produgao renal de NH 3 esta elevada na hipocalemia, 
resultando em aumento na excre^ao acida renal. O aumento 
na produgao de NH 3 pelos rins pode ser significantemente 
suficiente para precipitar encefalopatia hepatica em pacientes 
com doenga hepatica avangada. A corregao da hipocalemia 
pode reverter esse processo. 

Pacientes com hipocalemia podem ter urina relativamente 
alcalina porque a hipocalemia aumenta a amoniogenese renal. 
O excesso de NH 3 entao liga mais H + no lumen do nefron 
distal e o pH urinario aumenta. O que sugere RTA como etio- 
logia de acidose com AI normais. Entretanto, essas condigoes 
sao esclarecidas pela medida dos AI urinarios, que sera negativo 
em pacientes com excregao de NH+ urinario e positivo em 
pacientes com RTA. A causa mais comum de hipocalemia e 
acidose metabolica e a perda gastrintestinal (ex.: diarreia, uso 
de laxantes). Outras etiologias menos comuns incluem perda 
renal de potassio secundaria ao RTA ou nefropatia perdedora 
de sal. O pH urinario, o AI urinario e a concentragao de K + 
urinario podem diferenciar essas condigoes. 

Hipercalemia tern efeitos sobre a regulagao acido-base 
oposto aquele observado na hipocalemia. Hipercalemia im¬ 
pede a excregao de NH+ pela redugao da sintese de NH 3 no 
tubulo proximal e redugao da reabsor^ao de NH| no ramo 
ascendente, resultando em redu^ao intersticial medular da 
concentragao de NH y Isso leva a uma redugao na secregao 
acida renal liquida, e e uma caracteristica classica de hipoal- 
dosteronismo primario e secundario. Consistente com o pa- 
pel central da hipercalemia na geragao de acidose, a redugao 
do teor de K + serico pode corrigir a acidose metabolica as- 
sociada. 

Gasometria arterial 

Arterias sao vasos que transportam o sangue oxigenado 
do coragao para os tecidos. A distribuigao das arterias lembra 
uma arvore ramificada, cujo tronco comum e a aorta, que 
inicia no ventriculo esquerdo, enquanto as ramificagoes se 
estendem para as partes perifericas do corpo e orgaos. 

Para os exames de gasometria arterial, o sangue e colhido 
da arteria radial ou, menos frequentemente, da arteria femo¬ 
ral ou branquial. Uma vez colhido o sangue arterial, devem 
ser eliminadas bolhas de gas visivel para evitar que as mes- 
mas se dissolvam e produzam resultados inexatos. A amostra e 
submetida ao analisador de gases. 

Valores de referenda ao nivel do mar: 

■ Pressao parcial de oxigenio (Pa0 9 ): 15 a 100 mmHg. 

■ Pressao parcial do dioxido de carbono (PaC0 9 ): 35 a 
45 mmHg. 

■ pH do sangue arterial: 7,38 a 7,42. 

■ Saturagao de oxigenio (Sa0 9 ): 94% a 100%. 

■ Bicarbonato (HCO“): 22 a 26 mEq/L. 


Muitas vezes sao determinadas concomitantemente as 
concentrates de lactato, hemoglobina, eletrolitos, oxi-he- 
moglobina, carboxi-hemoglobina e meta-hemoglobina. 

■ ACIDOSE METABOLICA 

A acidose metabolica e um disturbio clinico caracteri- 
zado pelo aumento na acidez do plasma. E considerada um 
sinal de uma doen^a subjacente. A identificagao da condigao 
subjacente e essencial para o inicio de terapia. 

A acidose metabolica e classificada como tendo anions 
indeterminados (AI) normais, e com anions indeterminados 
altos. A acidose com AI normais e caracterizada por hiper- 
cloremia, as vezes tambem chamada acidose hipercloremica. 

Acidose metabolica com anions indeterminados 
normais (acidose hipercloremica) 

A acidose metabolica AI normais pode ocorrer princi- 
palmente quando houver a perda de HCO“ pelo trato gas¬ 
trintestinal, pelos rins ou por defeitos na acidificagao renal. 
Alguns mecanismos que resultam nessa acidose sao: 

■ Perda renal de HCO“. Acidose tubular renal proximal 
(tipo 2).Terapia com inibidores da anidrase carbonica. 

■ Perda de HCO“ pelo trato gastrintestinal. Diarreia. 

■ Fistula enterocutanea (ex.: pancreatica). Transplante 
de pancreas com drenagem da bexiga. 

■ Secrefao renal insuficiente de H + . Acidose tubular 
renal distal (tipo 1). Acidose tubular renal hipercalemica 
(tipo 4). Insuficiencia renal. 

■ Infusao acida. Cloreto de amonio. Hiperalimenta^ao. 

■ Expansao rapida de volume com salina isotonica. 

Aumenta o teor de cloretos que excede a capacidade de 
gerar iguais quantidades de HCO“. 

As causas de acidose metabolica com anions indetermi¬ 
nados altos sao: 

■ Acidose latica (acumulo de acido latico). L-Latato, 
D-lactato. 

■ Cetoacidose. p-hidroxibutirato, acetoacetato. 

■ Insuficiencia renal cronica. Sulfato. Fosfato, urato e 
hipurato. 

■ Ingestao. Salicilatos, metanol ou formaldeido (forma- 
to), etilenoglicol (glicolato, oxalato), paraldeido (anions 
organicos), fenformina/metformina. 

■ Acidemia piroglutamico. 5-Oxoprolinemia. 

■ Rabdomiolise massivo. Liberagao de H + e anions or¬ 
ganicos do musculo lesado. 

Acidose metabolica com anions indeterminados 
altos 

Algumas condigoes que causam acidose metabolica com 
anions normais sao: 

■ Acidose latica (acumulo de acido latico). L-Latato, 
D-lactato. 
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■ Cetoacidose. p-hidroxibutirato, acetoacetato. 

■ Insuficiencia renal cronica. Sulfato, fosfato, urato e 
hipurato. 

■ Ingestao. Salicilatos, metanol ou formaldeido (forma- 
to), etilenoglicol (glicolato, oxalato), paraldeido (anions 
organicos), fenformina/metformina. 

■ Acidemia piroglutamico. 5-Oxoprolinemia. 

■ Rabdomiolise massiva. Liberagao de H + e anions or¬ 
ganicos do musculo lesado. 

Compensaqao da acidose metabolica 

O mecanismo de compensa^ao da acidose metabolica 
e a hiperventilagao. A redugao do pH do sangue estimula 
os centros respiratorios e a hiperpneia resultante excreta o 
excesso de CO 0 do organismo. A compensa^ao respiratoria 
raramente e completa na acidose respiratoria. Pacientes com 
fungao renal normal aumentam a excre^ao do acido na forma 
de fosfato. 

Diagnostico laboratorial 

Acidose metabolica se caracteriza por redugao do bicar- 
bonato plasmatico e do pH sanguineo. Nas formas agudas, 
a hiperventilagao compensators tende a normalizar o pH 
sanguineo. Encontra-se, na maioria dos casos, hiperpotasse- 
mia devido a troca com H + extracelular para manter a ele- 
troneutralidade. 

■ ACIDOSE RESPIRATORIA 

A acidose respiratoria se caracteriza pela incapacidade 
dos pulmoes em eliminar C0 9 devido a hipoventilagao. As- 
sim, a PaC0 9 aumenta e, se o nivel de bicarbonato persistir 
dentro de faixas normais, ocorre redugao da razao bicarbona¬ 
to/acido carbonico com baixa do pH. 

A acidose respiratoria e causada por uma redugao da ven- 
tilaqao alveolar, que traz consigo um aumento do conteudo 
plasmatico de CO 0 e, como consequencia, de H 2 C0 3 . Na fase 
aguda (antes da compensaqao renal) o acido formado e neutra- 
lizado por tampoes celulares, pela hemoglobina e por proteinas. 

Como resultado da a^ao tamponante, aumenta o bicar¬ 
bonato plasmatico em aproximadamente 1,0 mmol/L a cada 
10 mmHg de elevagao da PaC0 9 . 

O aumento persistente da PaCO 0 desencadeia, lenta- 
mente, mas com eficiencia, uma compensagao renal. Assim, 
os rins eliminam mais H+ e retem bicarbonato. Por exemplo: 
nos aumentos da PaC0 2 em 10 mmHg, a redugao de bi¬ 
carbonato plasmatico sera de, aproximadamente, 3 mmol/L. 
Desse modo, se a PaC0 2 permanece elevada em 70 mmHg, 
o bicarbonato aumenta para 33 mmol/L e o pH atinge 7,30. 
Portanto, o mecanismo de compensagao e muito eficiente, 
considerando o pH na fase aguda. 

Causas da acidose respiratoria 

■ Doenga pulmonar obstrutiva cronica e a causa mais co¬ 
mum e ocorre: bronquite cronica, enfisema, asma grave 
e edema pulmonar agudo (raro). 


■ Disturbios neuromusculares. Miastenia grave, poliomie- 
lite, esclerose lateral amiotrofica, alguns antibioticos com 
atividade curariforme, tetano, paralisia do diafragma, dis- 
trofia muscular e sindrome de Guillain-Barre. 

■ Desordens do sono.Apneia do sono. 

■ Obesidade intensa (sindrome de Pickwick). 

■ Depressao do SNC. Farmacos: narcoticos, benzodiazepi- 
nicos e outros depressores. 

■ Desordens neurologicas. Encefalite e trauma. 

■ Hipoventilagao alveolar primaria. 

■ Estados comatosos. O acidente vascular cerebral por he- 
morragia intracraniana. 

Compensapao da acidose respiratoria 
Fase aguda 

Durante os primeiros 10 minutos do aumento da PaCO 0 
sanguinea ocorre uma elevagao de 2 a 4 mmol/L no bicarbo¬ 
nato plasmatico. Esse aumento eleva os valores de bicarbona¬ 
to acima dos limites de referenda e e devido ao aumento do 
conteudo de C0 9 , que desloca a rea^ao para a direita: 

H 2 0 + C0 2 H 2 C0 3 H + + HCO- 

Ocorre principalmente nos eritrocitos, onde o excesso 
de ions hidrogenio e tamponado pela hemoglobina, e o bi¬ 
carbonato permanece em solugao. 

Fase cronica 

O aumento da PaCO 0 e do pH estimula o rim a secre- 
tar ions hidrogenio, e durante o processo o bicarbonato e 
regenerado. Entre dois e quatro dias e atingido o maior nivel 
de bicarbonato (aproximadamente 45 mmol/L) na acidose 
respiratoria nao complicada. 

Diagnostico laboratorial 

Os achados caracteristicos da acidose respiratoria sao 
a eleva^ao da PaC0 9 (> 47 mmHg) com redugao do pH, 
que tende para a acidemia (pH < 7,35). A compensa^ao re¬ 
nal pela reabsorgao de bicarbonato e um processo lento na 
acidose respiratoria aguda (em geral com pH e bicarbonato 
plasmatico normais). Na acidose respiratoria cronica (em 
geral com pH compensado pelo aumento do bicarbonato), 
a compensa^ao renal e reconhecida pelo teor do bicarbona¬ 
to plasmatico. Alguns pacientes apresentam “hipercompen- 
sa^ao”, com o pH sanguineo que se desloca ate a alcalemia 
e certa perda de potassio. Deve-se ter em conta que um 
paciente previamente desconhecido, cuja analise de gases 
sanguineos apresenta dados de acidose respiratoria aguda 
(redugao do pH, elevagao da PaC0 9 e bicarbonato normal), 
na realidade pode esconder uma acidose respiratoria cronica 
associada a qualquer causa possivel de acidose metabolica, 
com tendencia a normalizar o valor de bicarbonato, que de- 
veria estar aumentado para compensar o transtorno cronico. 
Em tais casos, o calculo dos anions indeterminados pode 
resolver o problema diagnostico. 


capitulo 3 


39 



Tratado de Analises Clinicas 


■ ALCALOSE METABOLICA 

Alcalose metabolica e o aumento primario da concentra¬ 
gao do bicarbonato. Isso ocorre como consequencia da perda 
de acido (H + ) do organismo ou do ganho de bicarbonato 
(HCO“). Em sua forma pura, se manifesta como alcalemia 
(pH > 7,40). Como mecanismo de compensagao, a acidose 
metabolica provoca hipoventilagao alveolar, que aumenta a 
pressao de dioxido de carbono (PaC0 2 ), que reduz a elevagao 
no pH. 

Normalmente, a PaC0 2 arterial eleva cerca de 0,5 a 
0,7 mmHg para cada 1 mEq/L de aumento na concentragao 
do bicarbonato plasmatico. Se a modificagao nao permanecer 
dentro desses limites, pode estar ocorrendo um disturbio aci- 
dobasico misto. Por exemplo, se o aumento na PaC0 2 e maior 
que 0,7 vezes o aumento do bicarbonato, a alcalose metabolica 
coexiste com a acidose respiratoria primaria. Ademais, se o au¬ 
mento na PaCO 0 e menor que a alteragao esperada, entao uma 
alcalose respiratoria tambem esta presente. 

O primeiro indicio de alcalose metabolica e o teor do 
bicarbonato elevado no sangue. No entanto, a concentragao 
do bicarbonato elevada pode tambem ser observada como 
resposta compensators a acidose respiratoria primaria. En- 
tretanto, valores de bicarbonato acima de 35 mEq/L quase 
sempre tern como causa a alcalose metabolica. 

A alcalose metabolica e diagnosticada pela medida dos 
eletrolitos sericos e pela gasometria arterial. Se a etiologia da 
alcalose metabolica nao estiver esclarecida pela historia cli- 
nica e pelo exame fisico, incluindo o uso de medicamentos 
e a presenga de hipertensao, deve ser determinada a concen¬ 
tragao de cloretos na urina. O calculo dos anions indetermi- 
nados pode ajudar a diferenciar entre a alcalose metabolica 
primaria e a compensagao da acidose respiratoria. 

O tratamento da alcalose metabolica depende da etiolo¬ 
gia subjacente e das condigoes de volume do paciente. 

A alcalose metabolica e gerada por um dos seguintes me- 
canismos: 

■ Perdas de ions hidrogenio. Os ions hidrogenio po- 
dem ser perdidos pelos rins ou pelo trato gastrointestinal. 
Vomitos ou aspiragao nasogastrica geram alcalose me¬ 
tabolica pela perda de secregoes gastricas ricas em acido 
cloridrico (HC1). Enquanto um ion hidrogenio e excre- 
tado, um ion bicarbonato e ganho no espago extracelular. 
A deplegao de volume mantem a alcalose. Perdas renais 
de ions hidrogenio ocorrem se a entrega distal de sodio 
aumenta em presenga de excesso de aldosterona, que 
estimula o canal eletrogenico epitelial do sodio (ENaC) 
no tubo coletor. Nesse canal ocorre a absorgao de ions 
sodio, o lumen tubular torna-se mais negativo, levando a 
secregao de ions hidrogenio e ions potassio para o lumen. 

■ Deslocamento de ions hidrogenio para o espa£o 
intracelular. O deslocamento pode desenvolver hipo- 
calemia. Como a concentragao do potassio extracelular 
diminui, os ions potassio se movem para fora das celulas. 
Para manter a neutralidade, os ions hidrogenio se deslo- 
cam para o interior do espago intracelular. 


■ Administrafao de bicarbonato. Administragao de 
bicarbonato de sodio em quantidades que excedem a 
capacidade dos rins em excretar esse excesso de bicar¬ 
bonato pode causar alcalose metabolica. Essa capacida¬ 
de esta reduzida quando existir redugao do filtrado de 
bicarbonato, com o observado na insuficiencia renal 
ou quando ocorre a reabsorgao tubular aumentada de 
bicarbonato, como o observado na deplegao de volume. 

■ Perda de liquido extracelular pobre em bicarbo¬ 
nato e rico em cloretos. Encontrada na administra¬ 
gao de tiazida ou diureticos de alga. Tambem presente 
na diarreia com cloretos, leva a contragao de volume do 
liquido extracelular. Devido a quantidade de bicarbona¬ 
to original estar agora dissolvida em menor volume do 
liquido, um aumento na concentragao do bicarbonato 
ocorre. Esse aumento no bicarbonato causa, no mini- 
mo, um aumento de 2 a 4 mEq/L na concentragao do 
bicarbonato. 

Manuten<;ao da alcalose metabolica 

A redugao de perfusao dos rins, causada tanto pela de- 
plegao do volume quanto por redugao no volume efetivo 
do sangue circulante (ex.: estados edematosos como a insu¬ 
ficiencia cardiaca ou cirrose) estimula o sistema renina-an- 
giotensina-aldosterona. Esse aumento da reabsorgao renal do 
ion sodio atraves do nefron, incluindo as celulas principals de 
tubo coletor, resulta em aumento na secregao de ion hidro¬ 
genio via bomba proton apical H + adenosina trifosfatase nas 
celulas intercaladas adjacentes tipo A. 

A aldosterona pode tambem, de forma independente, 
aumentar a atividade da bomba de proton apical. Quando 
o ion hidrogenio e secretado para o lumen tubular, um ion 
bicarbonato e ganho no sistema circulatorio via troca baso- 
lateral CT/HCCT 

A deplegao de cloretos pode ocorrer no trato gastroin¬ 
testinal pela perda de secregoes gastricas, que sao ricas em 
ions cloretos, ou por meio dos rins com tiazida ou diureticos 
de alga. A deplegao dos cloretos, mesmo sem deplegao de 
volume, aumenta a reabsorgao de bicarbonato por diferentes 
mecanismos. 

No tubulo ascendente distal e tubulo distal estao presen- 
tes celulas especializadas chamadas maculas densas. Essas celu¬ 
las tern um cotransportador Na + /K + /CT na membrana apical 
que e principalmente regulado por ions cloretos. Quando 
alguns ions cloretos atingem esses transportadores (ex.: de¬ 
plegao de cloretos), por sinais da macula densa, o aparelho 
justaglomerular (ou seja, celulas especializadas na parede da 
arteriola aferente adjacente) para secretar renina, que aumen¬ 
ta a secregao de aldosterona via angiotensina II. 

Na alcalemia os rins secretam o excesso de bicarbonato 
via trocador cloreto/bicarbonato apical nas celulas intercala¬ 
das tipo B do tubo coletor. Deste modo, protons sao adicio- 
nados a circulagao sistemica via H + ATPase basolateral. Na 
deplegao de cloretos, poucos ions cloretos estao disponiveis 
para serem excretados com bicarbonato, e a capacidade dos 
rins para excretar o excesso de bicarbonato esta prejudicada. 
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Muitas das causas da alcalose metabolica estao associadas 
com a hipocalemia. Por sua vez, a hipocalemia mantem a al¬ 
calose metabolica por cinco diferentes mecanismos. 

1. A hipocalemia resulta no deslocamento de ions hidroge- 
nio intracelularmente. A acidose intracelular resultante 
aumenta a reabsorgao do bicarbonato no tubo coletor. 

2. Provoca o estimulo da H + /K + ATPase apical no tubo 
coletor. O aumento da atividade desta ATPase lida com 
a causa/efeito da absorgao apropriada do ion potassio, 
mas a um correspondente de secregao de ion hidrogenio. 
Isto leva a um ganho liquido de bicarbonato, mantendo 
a alcalose sistemica. 

3. Estimula a genese da amonia renal. Os ions amonio 
(NH+) sao produzidos no tubulo proximal a partir do me- 
tabolismo da glutamina. Durante esse processo, o acetoglu- 
tarato e produzido, desencadeando o mecanismo pelo qual 
gera bicarbonato, que retorna para a circulagao sistemica. 

4. Promove prejuizo na reabsorgao do ion cloreto no ne- 
fron distal. Isto resulta em um aumento na eletronegati- 
vidade luminal, com subsequente aumento da secregao 
de ion hidrogenio. 

5. Reduz a taxa de filtragao glomerular (TFG). Estudos 
animais tern mostrado que a hipocalemia, por mecanis¬ 
mos desconhecidos, reduz a TFG, que diminui a carga 
de bicarbonato filtrado. Na presenga de deple^ao de 
volume, isto deteriora a excreqao renal do excesso de 
bicarbonato. 

■ ALCALOSE RESPIRATORIA 

A alcalose respiratoria se caracteriza pela eliminagao 
excessiva de CO 0 pelos pulmoes. A redugao da PaC0 9 (hi- 
pocapnia) com niveis normais de bicarbonato aumenta a 
razao bicarbonato/acido carbonico (normal: 20:1), elevan- 
do o pH. 

A alcalose respiratoria e o resultado de um aumento da 
ventilagao alveolar, com uma redugao da PaC0 9 . Na fase 
aguda, a redu^ao dos acidos volateis circulantes requer a saida 
do H+ do compartimento celular para os liquidos extracelu- 
lares, onde combinam-se com o bicarbonato: 

h 2 o + co 2 h 2 co 3 H + + HCCT 

A redugao do bicarbonato e de aproximadamente 
2 mmol/L para cada 10 mmHg de PaC0 9 . Por exemplo, se 
a PaC0 2 e reduzida a 25 mmHg, o bicarbonato aumenta 
a 21 mmol/L e o pH eleva a 7,55. O mecanismo de tam- 
ponamento e bastante ineficiente, ja que com um conteudo 
de bicarbonato inalterado o pH se elevaria a um valor nao 
superior a 7,60. 

Na hipercapnia persistente sobrevem uma compensagao 
renal em forma de redugao de excregao urinaria de H+ e de 
amonia alem de aumento da eliminagao de bicarbonato. No 
caso, uma redugao da PaC0 9 de 10 mmHg reduzira o bicar¬ 
bonato plasmatico em 5 mmol/L, com bom efeito compen¬ 
sators sobre o pH sanguineo. 


Causas de alcalose respiratoria 

■ Desordens pulmonares. Pneumonia, asma, embolia pul- 
monar, atelectasia, fibrose, doenga vascular e pneumotorax. 

■ Desordens cardiovasculares. Insuficiencia cardiaca con- 
gestiva, hipotensao e cianose de etiologia cardiaca. 

■ Desordens metabolicas. Acidose (diabetica, renal ou 
lactica). 

■ Desordens do sistema nervoso central. Hiperventilagao 
psicogenica ou induzida por ansiedade, infec^ao ou tu- 
mores do SNC, encefalites e meningites. 

■ Farmacos. Salicilatos, metilxantinas, agonistas a-adrener- 
gicos, nicotina e progesterona. 

■ Hipoxemia. Elevadas altitudes (baixos teores de oxige- 
nio) e anemia severa. 

■ Outros. Febre, sepse, dor, insuficiencia hepatica, gravidez 
(a progesterona estimula o centra respiratorio), hiperti- 
reoidismo, fase de compensagao respiratoria na corregao 
da acidose metabolica. 

Compensapao na alcalose respiratoria 

A resposta compensators da redugao da PaC0 9 e uma di- 
minuigao do bicarbonato plasmatico que ocorre em duas fases: 

Fase aguda 

Nos primeiros 10 minutos da diminuigao da PaC0 9 ha 
uma queda de 2 a 4 mmol/L do bicarbonato plasmatico pelo 
deslocamento da rea^ao para a esquerda: 

H 9 0 + C0 9 <-> H 2 C0 3 ^ H + + HCO- 

Como no caso da reagao na acidose respiratoria (ver aci- 
ma), esta tambem ocorre, principalmente nos eritrocitos. A 
concentragao do bicarbonato pode cair a 18 mmol/L, mas 
raramente abaixo desse valor. 

Fase cronica 

Apos a queda aguda na concentragao do bicarbonato, o 
valor do pH e mantido pela retengao dos ions hidrogenio 
pelo rim (a regeneragao do bicarbonato e mais lenta que nos 
estados normais). Se esta condigao persistir por sete ou mais 
dias, o nivel de bicarbonato pode cair o suficiente para o pH 
retornar ao normal, ou seja, pode ocorrer a completa com- 
pensa^ao. O teor de bicarbonato plasmatico pode baixar ate 
12 a 14 mmol/L na alcalose respiratoria nao complicada. 

Diagnostico laboratorial da alcalose respiratoria 

O quadra caracteristico consiste em redugao da PaC0 9 
(< 36 mmHg), que tende a elevar o pH sanguineo ate a alca- 
lemia (> 7,44). Como na acidose respiratoria, a compensagao 
renal (em forma de redugao do conteudo de bicarbonato plas¬ 
matico) e mais completa na forma cronica que na aguda. 

O numero aumentado de leucocitos indica sepse como 
uma das provaveis etiologias. Hematocrito reduzido indica 
anemia. Na insuficiencia hepatica as provas de fungao apre- 
sentam-se alteradas. 
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■ DISTURBIOS MISTOS DO EQUILIBRIO 

Acido-base 

Nao e raro que um paciente sofra simultaneamente dois 
ou mais transtornos primarios do equilibrio acido-base. Os 
efeitos sobre o pH do sangue podem ser somatorios, como 
na acidose metabolica e respiratoria associadas, ou na alcalose 
metabolica e respiratoria associadas. Em outros casos, os efei¬ 
tos de transtornos coexistentes podem empurrar o pH em 
diregoes opostas para efetuar uma neutralizagao parcial ou 
completa, como na acidose metabolica associada a alcalose 
metabolica ou respiratoria, e na alcalose metabolica associada 
com a acidose respiratoria e metabolica. 

Uma compreensao correta da compensa^ao renal e res¬ 
piratoria, em termos de suas respectivas magnitudes, pro- 
porciona o diagnostico exato de transtornos complexos do 
equilibrio acido-base. 

Os transtornos mistos do equilibrio acido-base podem 
ser produzidos de varias formas,ja que quaisquer das possiveis 
causas de acidose metabolica podem ser induzidas conjunta- 
mente com qualquer causa de alcalose respiratoria e acidose 
ou alcalose respiratoria. 

■ DIAGNOSTICO DOS DESEQUIUBRIOS 

Acido-base 

Do ponto de vista laboratorial, os disturbios acido-base 
apresentam anormalidades em um ou mais dos seguintes testes: 

■ Avaliagao dos gases sanguineos. 

■ Anions indeterminados no soro. 

■ Bicarbonato serico. 

E possivel, mas infrequente, existir uma severa desordem 
acido-base em um paciente, e os valores dos parametros acima 
se apresentarem normais. Essa ocorrencia se da em alguns casos 
de disturbios mistos de acidose e alcalose metabolica, em que a 
acidose metabolica apresenta anions indeterminados normais, 
por exemplo, no vomito severo (aumento do bicarbonato plas- 
matico) em pacientes com acidose tubular renal nao tratada 
(redugao do bicarbonato plasmatico sem elevagao dos anions 
indeterminados). Obviamente, essas ocorrencias sao raras, mas 
possibilitam enfatizar a importancia do cuidadoso exame de 
todas as condigoes do paciente com disturbios acido-base. 

lnterpreta<;ao dos resultados da analise 
dos gases e pH 

A interpretagao dos resultados de gases sanguineos e fa- 
cilitada pelo conhecimento dos aspectos clinicos implicados. 
Mesmo assim, em alguns casos, a interpretagao pode ser di- 
ficil. Normalmente, as avaliagoes dos transtornos acido-base 
sao realizadas a partir das determinates pH, PaCO 0 e PaO 0 . 

Avalia^ao da ventilaqao e do estado acido-base 

PaC0 2 arterial: 33 a 45 mmHg.A PaC0 2 e um parame- 
tro direto e sensivel que expressa a ventilagao alveolar. 


Como a PaCO 0 e uma expressao da ventilagao, pode-se 

afirmar que: 

■ Em PaC0 2 < 30 mmHg existe hiperventilagao alveolar. 

■ Em PaCO 0 entre 30 e 45 mmHg existe uma ventilagao 
normal. 

■ Em PaCO 0 > 45 mmHg existe insuficiencia respiratoria. 

Assim, o valor da PaCO 0 oferece uma informagao clara 

acerca da ventilagao pulmonar. 

■ pH arterial: 7,36 a 7,42. Para diagnosticar qualquer 
transtorno do equilibrio acido-base e necessaria a de¬ 
terminate do pH. A medigao do pH do sangue in¬ 
forma se o paciente esta normoacidemico ou se sofre 
uma acidemia (pH < 7,36) ou alcalemia (pH > 7,42). 
No entanto, as medigoes do pH nao permitem a ex¬ 
pressao quantitativa dos transtornos metabolicos, pois 
a presenga dos sistemas tampoes impedem uma rela¬ 
te direta entre o transtorno primario e as leituras de 
pH. Sendo assim, a simples medigao do pH nao trara 
as informagoes acerca da natureza da causa primaria 
responsavel pelo transtorno observado. No entanto, a 
avaliagao simultanea do pH e da PaC0 9 informarao se 
os transtornos primarios sao de natureza respiratoria 
ou metabolica. 

■ Interpreta^ao do pH com PaC0 2 < 30 mmHg 
(hiperventila^ao alveolar). Em PaCO 0 inferior a 30 
mmHg pode-se avaliar as seguintes situagoes com res- 
peito ao pH: 

■ pH > 7,50: hiperventilagao alveolar aguda. As va- 
ria^oes do pH sao secundarias a uma alteragao da 
ventilagao. 

■ pH entre 7,40 e 7,50: hiperventilagao alveolar cro- 
nica. E muito provavel que tenha lugar uma com- 
pensagao renal; a hiperventilagao deve ter iniciado 
em menos de 24 horas. 

■ pH entre 7,30 e 7,40: acidose metabolica compen- 
sada. Em presenga de acidose metabolica primaria, 
o sistema respiratorio normalizou o pH do sangue 
criando uma situagao de alcalose respiratoria. E 
pouco provavel que esse quadro represente uma 
hiperventilagao alveolar primaria, pois o rim teria 
hipercompensado. 

■ pH < 7,30: acidose metabolica parcialmente com- 
pensada, que representa um transtorno de acidemia 
metabolica, ante a qual o sistema respiratorio res- 
pondeu com hiperventilagao alveolar, que demons- 
tra ser ineficiente. 

■ Interpretafao do pH com PaC0 2 entre 30 e 45 
mmHg (ventila^ao normal). Com valores de PaC0 2 
dentro dos limites da normalidade devem ser considera- 
das as seguintes situates do pH: 

■ pH > 7,50: alcalose metabolica primaria nao com- 
pensada eficazmente pelo sistema respiratorio. 

■ pH entre 7,30 e 7,50: estados respiratorios e acido- 
-base compativeis. 
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■ pH < 7,30: acidose metabolica nao compensada 
pelo sistema respiratorio. 

■ Interpreta^ao do pH com pC0 2 > 45 mmHg 
(insuficiencia ventilatoria). Com valores de PaC0 2 
superiores a 45 mmHg pode-se postular os seguintes 
transtornos do pH: 

■ pH > 7,50: alcalose metabolica parcialmente com¬ 
pensada. Representa uma alcalose primaria, incom- 
pletamente compensada pela hipoventilagao alveolar. 

■ pH < 7,30: insuficiencia ventilatoria aguda. Uma 
ventilagao inadequada, com pH reduzido no sangue 
arterial, reflete com grande seguranga um transtor- 
no agudo da ventilagao. 

■ Anormalidades da Pa0 2 . A caracterizagao da com- 
posigao de oxigenio no sangue requer a medida de 
Pa0 2 , concentragao da hemoglobina e a percentagem de 
saturagao do oxigenio. As anormalidades nesses consti- 
tuintes sao: 

■ Redugao (ou aumento) na PaO 0 inspirada. 

■ Hipoventilagao. 

■ Doenga pulmonar. 

A medida de PaO 0 no sangue arterial (valores de refe¬ 
renda: 80 a 110 mmHg) e de grande valor na avaliagao da 
respiragao e na eficiencia da terapia pelo oxigenio. Resulta- 
dos das medidas de Pa0 2 estao alterados quando a capacidade 
de transporte do oxigenio no sangue e afetada pela anemia, 
envenenamento por monoxido de carbono, e em presenga de 
derivados de hemoglobinas (ex.: meta-hemoglobina). 

A hipoxemia deve ser avaliada apos uma explora^ao ade- 
quada da ventilagao e do estado acido-base do paciente. A 
medigao direta da Pa0 2 arterial indica a presenga de hipoxe¬ 
mia tissular, mas nao necessariamente a demonstra. E igual- 
mente importante o fato de a hipoxemia, por si mesma, poder 
produzir transtornos respiratorios e acido-base diversificados. 

A hipoxemia arterial se define como a presenga de va¬ 
lores de Pa0 9 inferiores aos limites aceitaveis. Os graus de 
hipoxemia em pacientes com menos de 60 anos de idade e 
que respiram sem equipamentos sao: 

■ Leve, com leituras de Pa0 2 entre 80 e 60 mmHg. 

■ Moderada, com leituras de PaO 0 entre 60 e 40 mmHg. 

■ Intensa, com leituras de PaO 0 inferiores a 40 mmHg. 

A saturagao de oxigenio indica a quantidade de oxigenio 
ligado a hemoglobina e e determinada para avaliar a respira- 
£ao ou a oxigenoterapia. 


As principais causas de aumento dos valores da Pa0 2 ar¬ 
terial sao: a) respiragao com ar enriquecido com O 0 - a admi- 
nistra^ao de 100% de O , a PaO 0 pode chegar a valores acima 
de 600 mmHg; b) exercicios, tanto em individuos saudaveis 
como em pacientes cardiacos resultam em aumento dos va¬ 
lores existentes em repouso. 

A hipoxemia arterial (redu^ao da PaO 0 arterial) e geral- 
mente uma emergencia medica. Varios mecanismos podem 
ocorrer simultaneamente. As principais causas sao: 

■ Diminui^ao da PaO 0 no ar inspirado pela baixa pressao 
em altas altitudes. 

■ Hipoventilagao com aumento da PaCCf e redugao 
alveolar da PaO 0 . Hipoventila^ao de origem periferica 
e causada por sufoca^ao, submersao, anormalidades es- 
queleticas ou trauma do torax que dificulta a expansao 
completa, paralisia no nervo frenico, tetano, poliomielite 
aguda e sindrome de Pickwick. Hipoventilagao de ori¬ 
gem central e causada pela depressao do centro respira¬ 
torio, por drogas como barbituricos ou morfma. 

■ Redugao da capacidade de difusao pulmonar de 0 2 , 
como na sindrome do sofrimento respiratorio em adul- 
tos ou recem-nascidos, carcinomatose lifangitica, ade- 
nomatose pulmonar, sarcoidose, sindrome de Hamman- 
Rich, beriliose, hemosiderose pulmonar secundaria a 
estenose mitral. 

■ Redugao da area das membranas alveolocapilares como 
resultado de ressecamento ou compressao pulmonar. 

■ Ventila^ao irregular e perfusao do sistema cardiopul- 
monar por bronquites, asma, enfisema, bronquiectasias, 
atelectasias, pneumoconiose, granulomas, neoplasmas, 
infarto pulmonar, pneumonia, mucoviscidose ou obstru- 
gao das vias aereas por neoplasma, corpo estranho ou 
secre^oes (ex.: difteria). 

■ Aumento do desvio do sangue do lado venoso para o 
lado arterial em razao de enfermidades cardiacas conge- 
nitas, pneumonia, atelectasia, edema pulmonar e choque. 

■ REFERENCES CONSULTADAS 
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Equilibrio Hidreletrolitico 


■ ASPECTOS BASICOS DO METABOLISMO 
HIDRELETROLITICO 

Nos mamiferos, a manutengao da pressao osmotica e a 
distribuigao da agua em compartimentos do corpo sao man- 
tidas, fundamentalmente, por quatro eletrolitos: sodio (Na + ), 
potassio (K + ), cloreto (Cl), e bicarbonato (HCO“). 

Os eletrolitos sao classificados em anions (ion com carga 
eletrica negativa) ou cation (ion com carga eletrica positiva). 

Apesar de aminoacidos e proteinas em solu^ao tambem 
possuirem cargas eletricas sao considerados separadamente. 
Os eletrolitos ocorrem basicamente como ions livres e suas 
concentrates sao descritas naTabela 4.1. 


Tabela 4.1 Concentrators de cations e anions no liquido 
extracelular (expressos em mmol/L). 


Cations 


Anions 


Na + 

142 

Cl- 

103 

K + 

4 

HCO- 

27 

Ca 2+ 

5 

HPO^- 

2 

Mg 2+ 

2 


1 

Outros (tragos) 

1 

Acidos organicos' 

5 



Proteinas' 

16 

Total 

154 


154 

Fonte: Acervo do autor. 


As necessidades dieteticas de eletrolitos variam ampla- 
mente; alguns sao necessarios somente em pequenas quan- 
tidades. Outros, como o calcio, potassio e o fosforo sao 
continuamente excretados e devem ser repostos regular- 
mente para prevenir deficiencias. A ingestao excessiva leva 
a um aumento correspondente na excregao, principalmente 
na urina. A perda anormal de eletrolitos como resultado de 
perspiragao intensa, vomito ou diarreia e rapidamente detec- 
tada por testes laboratoriais e e corrigida pela administragao 
oral ou parenteral de solutes salinas. 


O papel dos eletrolitos no organismo vivo e bastante va- 
riado. Praticamente nao existe nenhum processo metabolico 
que nao seja dependente ou afetado pelos eletrolitos. Dentre 
as varias fungoes dos eletrolitos, se destacam a manutengao 
da pressao osmotica, homeostasia da agua, pH fisiologico, 
funcionamento cardiaco e musculos. Participam em reagoes 
de oxidagao-redu^ao (transference de eletrons), e na catalise 
como cofatores enzimaticos. Assim sendo, torna-se obvio que 
niveis alterados dos eletrolitos podem ser a causa ou a conse¬ 
quence de varias desordens. 

■ Agua corporea e seus 

COMPARTIMENTOS 

A agua compoe 60% do peso corporal de um adulto. E 
essencial ao metabolismo intermediario e para as fungoes dos 
orgaos vitais.Tanto o equilibrio da agua no organismo como 
a sua distribuigao entre os tres compartimentos corporeos 
- intracelular (interior das celulas), intersticial (espago entre 
os tecidos) e intravascular (interior dos vasos sanguineos) - 
sao rigorosamente mantidos por mecanismos homeostaticos 
dentro de estreitos limites. A Tabela 4.2 mostra a distribuigao 
de agua em diferentes compartimentos em adultos. 


Tabela 4.2 Porcentagem de agua nos compartimentos do 
corpo humano de um adulto. 

Liquido intracelular (LIC) 

40% 

Liquido extracelular (LEC) 

20% 

Liquido intersticial 

15% 

Liquido intravascular 

5% 

Total 

60% 


Fonte: Acervo do autor. 


Sem a agua, o corpo e incapaz de manter a vida. Cinco 
sao as fungoes da agua para manter o organismo saudavel: 

1. Transporte de nutrientes, eletrolitos e oxigenio para as 
celulas. 
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2. Remogao de produtos de excre^ao. 

3. Regula^ao da temperatura corporea. 

4. Lubrifica^ao de juntas e membranas. 

5. Meio para a digestao de alimentos. 

Quando a quantidade de agua e insuficiente e os rins estao 
funcionando normalmente, o volume de urina diminui e a 
pessoa torna-se sedenta. Ao ingerir agua, o deficit de liquido e 
corrigido. Em presen^a de excessiva ingestao de agua, a quan¬ 
tidade de urina aumenta proporcionalmente. Fontes de fluidos 
ingeridos incluem liquidos, alimentos e produtos da oxidagao 
de alimentos. A media de ingestao e excregao diaria de liqui- 
dos e de 1.800 a 2.600 mL. O corpo humano perde liquidos 
diariamente pela urina, fezes, pulmoes e pele (perspiragao in- 
sensivel). Cerca de 300 mL a 500 mL de liquidos sao perdidos, 
como suor e atividade glandular. NaTabela 4.3 estao listadas as 
quantidades de ingestao e perdas diarias de liquidos. 

Pressao liquida (Lei de Starling) 

O liquido extracelular (LEC) se desloca entre o espa^o 
intravascular (vasos sanguineos) e o espago intersticial (te- 
cidos) para manter o equilibrio liquido no compartimento 
extracelular. Existem medidas que determinam o fluxo de 
liquido entre os espagos intravascular e intersticial. A pressao 
osmotica coloidal e a pressao hidrostatica do sangue e dos te- 
cidos influenciam o movimento do liquido atraves da mem- 
brana capilar. A troca liquida ocorre somente pelas paredes 
capilares e nao pelas paredes de arteriolas ou venulas. Assim, 
o liquido se move para o interior do espago intersticial pelo 
capilar da terminagao arteriolar e sai do espago intersticial 
para o capilar pela terminagao venular. 

O liquido flui somente quando ha uma diferenga na 
pressao nas duas terminates do sistema. A diferenga na 
pressao entre os dois pontos e conhecida como gradiente de 
pressao. Se a pressao em um terminal e 32 mmHg e na outra 
terminagao 26 mmHg, o gradiente de pressao e 6 mmHg. 
Tanto o plasma nos capilares como os liquidos teciduais 
tern suas proprias pressoes hidrostaticas e pressoes osmoticas 
coloidais. A diferenga de pressao entre a pressao osmotica 
coloidal plasmatica e a pressao osmotica coloidal tecidual e 
conhecida com o gradiente de pressao osmotica coloidal ; do mes- 
mo modo, a diferenga entre a pressao hidrostatica plasmatica 


e a pressao hidrostatica tecidual e conhecida como gradiente 
de pressao hidrostatica. 

Como a pressao hidrostatica do plasma (18 mmHg) na 
terminagao arteriolar do capilar e maior que a pressao hi¬ 
drostatica tecidual (-6 mmHg) no espago tecidual, o liquido 
move-se para fora do capilar em diregao ao espago tecidual. 
A pressao osmotica coloidal plasmatica (28 mmHg) na ter- 
minagao venular do capilar e maior que a pressao coloidal 
osmotica tecidual (4 mmHg) no espago tecidual, causando o 
movimento dos liquidos dos espagos teciduais para os capi¬ 
lares. Sem as forgas coloidais osmoticas, o liquido e perdido 
pela circulagao e permanece nos tecidos, causando inchagao 
e edema. 

Ingestao de agua 

A ingestao diaria de agua e variavel e depende das perdas 
e de fatores psicologicos.A media de ingestao diaria e de 2,5 L. 
O principal fator determinante da ingestao liquida e a sede, 
que esta sob controle do centro da sede localizado no hipota- 
lamo. O funcionamento normal desse centro e influenciado 
por: 1) Tonicidade do LEC (hipertonicidade aumenta a sede); 
2) Volume sanguineo (redugao do volume aumenta a sede); 3) 
Fatores diversos (dor e estresse,por exemplo, aumentam a sede). 

Excreqao da agua 

O organismo esta em equilibrio aquoso quando a in¬ 
gestao e a perda total de agua corporal sao aproximadamen- 
te iguais. Quantidades variaveis de liquido sao perdidas pela 
pele (suor), e membranas mucosas (agua livre de eletrolitos 
no ar expirado) o que depende da temperatura ambiente e 
da ventilagao pulmonar. Uma pequena quantidade de agua 
e perdida nas fezes (< 100 mL/d). A principal perda de agua 
ocorre pelos rins. 

Excreqao renal de agua 

A cada dia, 130 a 180 litros de agua sao filtrados pelo 
glomerulo. Somente 1 a 2 litros sao liberados como urina. 
Isso porque e realizada a reabsor^ao passiva de 70% a 80% 
no tubulo proximal (fluxo isosmotico de agua obrigatorio, 
consequente a reabsorgao de sodio), e a reabsorgao nos duc- 
tos coletores sob a influencia do AVP (hormonio arginina 


Tabela 4.3 Ingestao e perda liquida diaria em adultos normais. 


Ingestao liquida 



Perda liquida 

Liquidos 

1.000-1.200 mL 

Urina 

1.000-1.500 mL 

Alimentagao 

800-1.000 mL 

Fezes 

100 mL 

Oxidagao 

200-300 mL 

Pulmoes 

400-500 mL 



Pele 

300-500 mL 

Total 

2.000-2.500 mL 

Total 

1.800-2.600 mL 

Fonte: Acervo do autor. 
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vasopressina). A produgao e a excre^ao de AVP tambem sao 
influenciadas pelos mecanismos que controlam a ingestao de 
agua. 

■ AGUA 

Pela grande importancia da agua como constituinte cor¬ 
poral e seu papel no metabolismo intermediario e vital o reco- 
nhecimento de disturbios que afetam a sua distribuigao entre 
os compartimentos - intracelular, intersticial e intravascular. 

Osmoiaiidade 

E a concentragao de solutos (expressas em mmol/L) por 
quilo de solvente. No plasma todas as particulas dissolvidas, 
como eletrolitos, carboidratos, produtos de excre^ao, vitami- 
nas, farmacos e hormonios contribuem para a osmoiaiidade. 
No entanto, as principais contributes sao o sodio (cerca 
de 50% do total), cloretos, glicose, ureia, proteinas e alcool 
etilico (quando presente). A osmoiaiidade urinaria e util para 
a comparagao com a osmoiaiidade plasmatica na avaliagao 
da regulagao da agua em relagao ao controle hormonal e a 
fungao renal. 

Osmometria 

E o termo geral empregado para a analise da osmoiaiida¬ 
de. As particulas dissolvidas afetam uma solugao pela alteragao 
das propriedades coligativas, como a redu^ao da pressao de 
vapor ou diminui^ao do ponto de congelamento. Essas pro¬ 
priedades sao utilizadas pelos osmometros para determinar a 
osmoiaiidade tanto no plasma quanto na urina. 

Valores aproximados da osmoiaiidade plasmatica sao ob- 
tidos pela formula (concentrates em mmol/L): 

Osmoiaiidade = 2[Na + ] + 2[K + ] + [glicose] + [ureia] 

O calculo e aproximado e nao substitui a medida direta. 
Duas situagoes alteram consideravelmente os valores obtidos 
por calculo: a) aumento dos teores de proteinas ou lipidios 
plasmaticos, pois ambos diminuem a agua plasmatica por uni- 
dade de volume; b) tambem diferem quando elevados niveis 
de solutos de baixa massa molecular estao presentes no plas¬ 
ma (ex.: etanol). 

Um aumento da osmoiaiidade no plasma desencadeia ra- 
pidamente a sede, provocando a ingestao de agua para diluir o 
Na + e reajustar a osmoiaiidade para baixo. 

A excregao de agua pelo organismo e regulada por dois 
sistemas de controle. Um deles e proporcionado pelos os- 
morreceptores hipotalamicos, que respondem a uma elevagao 
da osmoiaiidade, fazendo com que a glandula hipofisaria se¬ 
crete o hormonio arginina-vasopressina (AVP), tambem co- 
nhecido como hormonio antidiuretico (HAD), aumentando, 
por sua vez, a reabsorgao da agua nos tubulos coletores renais. 
Com a agua conservada, a osmoiaiidade decresce e a secregao 
de AVP e inibida. 


Com respeito a deple^ao de agua, o parametro laborato- 
rial mais importante e o sodio, especialmente para detectar a 
hiperosmolalidade causada pelas perdas de agua. 

Enfermidades preexistentes, tais como disfun^ao renal e 
diabetes podem aumentar as concentrates de ureia e glicose, 
contribuindo para a eleva^ao da osmoiaiidade plasmatica. 

Deficiencia de agua 

Individuos que apresentam deficiencia de agua (desidra- 
ta^ao) tambem demonstram graus variaveis de deplegao do 
sodio, pois todos os liquidos do organismo contem este ion. 
A deple^ao de agua esta associada com hipovolemia (desidra- 
ta^ao) e anormalidades nos niveis do sodio serico e urinario, 
na osmoiaiidade e no volume que depende da via e do tipo 
de perda liquida. Em razao da quantidade concomitante da 
perda de sodio, a deplegao de agua e geralmente classificada 
com base nos tipos de perda de liquidos. 

Deplegao predominante de agua 

Na deple^ao de agua “pura” tem-se: a) a ingestao inade- 
quada de agua (oral ou parenteral) em relagao ao normal; b) 
perda renal (incluindo diabetes insipido e diurese osmotica). 
Podem ocorrer em: 1) individuos idosos, muito jovens ou 
muito doentes para ingerir liquidos; 2) terapia parenteral ina- 
propriada; 3) disturbios no centra da sede. 

Perda de liquidos hipotonicos 

A desidrata^ao pela perda de liquidos contendo signifi- 
cantes quantidades de sodio (acompanhada de ingestao ina- 
dequada de liquidos) pode ser devida a: 1) perda pela pele: 
suor excessivo; 2) perda digestoria: vomito, diarreia, gastroen- 
terite, estomatite e drenagem em fistulas; 3) perda renal: tera¬ 
pia diuretica, doenga de Addison, nefrites perdedoras de sais, 
e diabetes insipido. 

Perda de liquidos isotonicos 

Refere-se a deple^ao liquida acompanhada do sodio. A 
perda envolve o compartimento extracelular. Nao ocorrem 
alteragoes na osmoiaiidade do LEC (normonatremia) como 
tambem deslocamentos de agua para o compartimento intra¬ 
celular. Ocorre: 1) perda sanguinea: hemorragia e acidentes; 
2) perda de plasma: queimaduras; 3) acumulo no “terceiro 
espago”: pancreatite e peritonite. 

Excesso de agua 

O excesso de agua total se apresenta como edema peri- 
ferico e hiponatremia. O edema sempre esta acompanhado 
de excesso de sodio. A hiponatremia esta associada com um 
conteudo de agua total normal ou levemente reduzido. 

O excesso de agua em geral reflete a diminuigao da excre- 
£ao renal pelo aumento da atividade do AVP. Pode ser devida a 
ingestao aumentada ou excre^ao inadequada de agua, ou ambas. 
As principais causas: 1) retengao do sodio; 2) redugao da excre- 
£ao renal de agua - Smdrome de secregao inadequada do hormo- 
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nio antidiuretico (SSIHAD,). Tumores: carcinoma de bronquios, 
prostata e pancreas. Tumores cerebrais: glioma e meningioma. 
Patologia cerebral: tumores, traumas/acidentes cerebrais, in- 
fecgoes, abscessos, meningite e encefalite. Patologia pulmonar: 
tumores, carcinoma bronquial. Infecgoes: tuberculose, pneu¬ 
monia. Pneumotorax. Hidrotorax. Outras causas. Sindrome 
de Guillain-Barre e ingestao aguda de alcool.As caracteristicas 
desse estado sao a baixa osmolalidade serica e hiponatremia 
associada com elevada osmolalidade urinaria. 3) Farmacos anti- 
diureticos. Varios farmacos produzem uma sindrome indistinta 
da SSIHAD, pois estimulam a secregao de APV ou potencia- 
lizando-o ao nivel renal: a) farmacos que aumentam a secre¬ 
gao do HAD. Hipnoticos: barbituricos. Narcoticos: morfma. 
Hipoglicemicos: clorpropamida, tolbutamina. Anticonvulsi- 
vantes: carbamazepina. Antineoplasicos: vincristina, vimblasti- 
na, ciclofosfamida. Outros: clofibrato e derivados nicotinicos. 
b) Farmacos que potencializam a atividade do APV. Hipogli¬ 
cemicos: clorpropamida, tolbutamina, paracetamol e iodome- 
tacina. 4) Hiponatremia diuretico-relacionada. Sao frequentes os 
achados de hiponatremia em pacientes sob terapia diuretica e 
que estao relacionados a hipovolemia. Uma das caracteristicas 
desse estado e a hipocalemia e a deplegao de potassio (nao 
associada a SSIHAD), principalmente em pacientes com mais 
de 70 anos de idade. O mecanismo exato ainda nao foi esclare- 
cido. a) Desordens endocrinas - hipotireoidismo e deficiencia 
isolada de cortisol podem estar associados a sindromes seme- 
lhantes a SSIHAD. Aqui tambem a causa e desconhecida. b) 
Disturbios na ingestao de agua. A ingestao compulsiva de agua 
nao leva a intoxicagao se a fungao renal estiver intacta. 

■ SODIO (NA+) 

O sodio e o cation predominante no liquido extrace- 
lular. Os niveis de sodio no organismo sao regulados pelos 
rins e influenciados pelo hormonio aldosterona. O sodio e o 
principal responsavel pela retengao de agua e da osmolalidade 
nos liquidos vasculares. E tambem de grande importancia na 
atividade neuromuscular e na agao da bomba sodio-potassio 
(Na + ,K + ATPase). 

Regulaqao do teor de sodio plasmatico 

A concentragao do sodio no plasma depende grande- 
mente da ingestao e excregao da agua e, em menor grau, 
pela regulagao renal do NaCTres processos sao fundamentals: 
1) ingestao de agua em resposta a sede, estimulada ou su- 
primida pela osmolalidade plasmatica; 2) excregao de agua, 
grandemente afetada pela liberagao do NAP (peptidio na- 
triuretico atrial) em resposta as alteragoes no volume sangui- 
neo ou osmolalidade; 3) condigoes do volume sanguineo que 
afeta a excregao do sodio pelo sistema renina-angiotensina 
II-aldosterona e o NAP (peptidio natriuretico atrial). Os rins 
tern a capacidade de manter ou excretar grandes quantidades 
de sodio, dependendo do conteudo de Na + no LEC e do 
volume sanguineo. Normalmente 60% a 70% do Na + filtra- 
do e reabsorvido no tubulo proximal; a eletroneutralidade e 
mantida tanto pela reabsorgao do Cl' como secregao do ion 


hidrogenio (H + ). Algum sodio e tambem reabsorvido na alga 
e no tubulo distal e (controlado pela aldosterona) trocado 
pelo K + no tubulo coletor cortical e segmento de conexao. 

Hiponatremia 

E a mais comum das desordens eletroliticas. A hipona¬ 
tremia e caracterizada por teores menores que 135 mmol/L, 
muitas vezes desenvolvida como consequencia de elevados 
niveis do hormonio arginina-vasopressina (AVP). A elevagao 
de AVP ocorre em varias condigoes clinicas, incluindo sin¬ 
drome de secregao inapropriada de AVP, deplegao de volume, 
estados pos-operatorios, insuficiencia renal, cirrose, desordens 
neuroendocrinas e trauma. Niveis abaixo de 130 mmol/L sao 
clinicamente significantes. Classificagao usual das causas de 
hiponatremia: a) Aumento da perda de sodio: hipoadrenalismo, 
deficiencia de potassio, uso de diureticos, cetonuria, nefropa- 
tia perdedora de sais, vomito ou diarreia prolongada, quei- 
maduras severas; b) Aumento da reten^ao de agua: insuficiencia 
renal, sindrome nefrotica, cirrose hepatica, insuficiencia car- 
diaca congestiva; c) Disturbios do equilibrio aquoso: excesso de 
ingestao de agua, SSIHAD, pseudo-hiponatremia. 

Hipernatremia 

E o aumento de Na + no soro (> 150 mmol/L). a) Excesso 
de perda de agua: diabetes insipido nefrogenico, desordem tubu¬ 
lar renal, diarreia prolongada, sudoragao excessiva, queimaduras 
severas. b) Redugao de ingestao de agua: idosos, criangas, dano 
mental, c) Aumento da ingestao ou retengao: hiperaldosteronismo, 
excesso de bicarbonato de sodio e excesso de liquido de dialise. 

■ Determina^ao do sodio: eletrodos ion-seletivos. 

■ Amostra. Soro ou plasma heparinizado. 

■ Valores de referencia para o sodio plasmatico: 

135 a 145 mmol/L 

Sodio na urina (natriuria) 

A medida do teor de sodio urinario e vital na determi- 
nagao da integridade da fungao de reabsorgao tubular. Baixa 
concentragao de sodio urinario indica nao somente fungao 
tubular renal intacta, mas tambem a presenga de estimulos 
para a conservagao do sodio, enquanto valores elevados de 
sodio na urina podem indicar etiologias de perda de sal. O 
sodio na urina e determinado para distinguir as varias formas 
de insuficiencia renal e classificar a hiponatremia. 

Hipernatriuria 

Condigoes associadas com o aumento de excregao de 
sodio na urina incluem: sal excessivo na dieta, terapia diureti¬ 
ca, insuficiencia adrenal, nefropatia perdedora de sal, necrose 
tubular aguda, abuso de analgesicos (induzido por nefrite in- 
tersticial), sindrome de secregao inapropriada do hormonio 
antidiuretico (SSIHAD), vomito, hipotireoidismo, diurese 
pos-obstrutiva, insuficiencia hepatica, insuficiencia cardiaco- 
-congestiva, alguns antibioticos e prostaglandinas. 
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Hiponatriuria 

Condigoes associadas com a redugao de excregao de 
sodio na urina incluem: hiperaldosteronismo, hiponatremia, 
azotemia pre-renal, glomerulonefrite, sindrome hepatorrenal, 
insuficiencia renal, sindrome nefrotica, alguns corticosteroi- 
des e anti-inflamatorios nao esteroides. 

■ Determina^ao do sodio na urina: eletrodos ion-seletivos. 

■ Amostra de urina para a determinate* do sodio: 

urina de 24 horas. Juntar 25 mL de acido acetico a 50% 

como preservativo no frasco antes de iniciar a coleta. 

■ Valores de referencia para o sodio urinario: 40 a 

220 mmol/d. 

■ POTASSIO (K + ) 

O potassio (K + ) e o principal cation intracelular. Muitas 
fun^oes necessitam que o organismo mantenha baixa a con¬ 
centrate de ions K + no plasma. Como resultado, somente 
2% do K + total circula no plasma. Fungoes do K + no corpo 
incluem a regulagao da excitabilidade neuromuscular, contra- 
^ao cardiaca, volume do LIC e concentrate de H + . O po¬ 
tassio e ingerido atraves de alimentos e bebidas, e excretado 
principalmente pela urina. 

A determinate do potassio no sangue e utilizada no 
diagnostico e tratamento de pacientes com hipertensao, insu¬ 
ficiencia renal, arritmia cardiaca, desorienta^ao, desidrata^ao, 
nausea e diarreia. 

Regulaqao do potassio plasmatico 

Os rins sao fundamentals na regulate do equilibrio do 
potassio. Inicialmente os tubulos proximais reabsorvem quase 
todo o K + . Entao, sob a influencia da aldosterona, K + adicio- 
nal e secretado na urina em troca pelo Na + , tanto no tubulo 
distal quanto nos ductos coletores. Deste modo, o nefron dis¬ 
tal e determinante na excregao urinaria de potassio. Muitas 
pessoas consomem mais K + que o necessario; o excesso e 
excretado na urina, mas pode acumular de maneira toxica se 
ocorrer insuficiencia renal. 

A captagao do K + do LEC para o interior das celulas e 
um importante mecanismo na normalizagao em aumentos 
agudos de K + no plasma devido a ingestao excessiva. O K + 
celular gradualmente retorna ao plasma de onde e removido 
pela excregao urinaria. Tres fatores influenciam a distribute 
do K + entre as celulas e LEC: 1) perda de K + quando a bomba 
Na + , K + -ATPase esta inibida como na hipoxia, na hipomag- 
nesemia ou no excesso de digoxina; 2) a insulina promove a 
entrada de K + no musculo esqueletico e figado pelo aumento 
da atividade da bomba Na + , K + -ATPase; e 3) catecolaminas, 
como a adrenalina (estimulador-P 0 ), promove a entrada celu¬ 
lar do K + , enquanto o propranolol (bloqueador p) bloqueia a 
entrada do K + na celula. Deficiencia ou excesso de ingestao 
raramente e causa primaria de hipocalemia ou hipercalemia. 

Durante o exerdcio o K + e liberado das celulas que po- 
dem aumentar o K + plasmatico em 0,3 a 1,2 mmol/L e ate 


3 mmol/L em exercicios vigorosos. Essas altera^oes sao geral- 
mente revertidas apos alguns minutos de descanso. 

A hiperosmolalidade, como a encontrada no diabetes me- 
lito nao compensado, causa a difusao da agua das celulas, 
carreando K + , que leva a uma gradual deplete de K + se a 
fun^ao do rim estiver normal. 

A destrui^ao celular libera K + para o LEC. Sao exemplos: 
o trauma severo, a sindrome de lise tumoral e a transfusao de 
grandes quantidades de sangue. 

Hiperpotassemia (hipercalemia) 

Potassio acima de 5 mmol/L: a) Redu^ao da excregao re¬ 
nal: insuficiencia renal aguda ou cronica, hipoaldosteronismo, 
doenga de Addison; b) Deslocamento do potassio do espago intrace¬ 
lular para o extracelular: acidose, dano musculo/celular, quimio- 
terapia, leucemia, hemolise (anemia hemolitica); c) Excesso de 
ingestao: terapia de reposicao de potassio oral ou intravenosa, 
transfusao sanguinea, desordens na alimentagao (anorexia, bu¬ 
limia); (d) Pseudo-hiperpotassemia: hemolise da amostra, trom- 
bocitose, uso prolongado de torniquete na coleta da amostra. 

Hipopotassemia (hipocalemia) 

Potassio menor que 3,5 mmol/L: a) Perda gastrointesti¬ 
nal: vomito, diarreia, sucgao prolongada, tumor intestinal, ma 
absor^ao, quimioterapia, radioterapia, laxantes ou enemas; b) 
Perdas renais: diuretic os-tiazi die os e mineralocorticoides, ne- 
frite, acidose tubular renal, hiperaldosteronismo, sindrome de 
Cushing, hipomagnesemia, leucemia aguda; c) Deslocamento 
do potassio do espago extracelular para o intracelular: alcalose, ex¬ 
cesso de insulina; d) Deficit de ingestao de potassio. 

■ Determina^ao do potassio: eletrodos ion-seletivos. 

■ Amostra. Soro, plasma heparinizado. 

■ Valores de referencia para o potassio plasmatico: 

3,5 a 5,0 mmol/L. 

■ CLORETOS 

Os cloretos sao os anions mais abundantes do liquido 
extracelular. Juntamente com o sodio, os cloretos desempe- 
nham importante papel na manutengao da distribuigao de 
agua no organismo, pressao osmotica do plasma e neutrali- 
dade eletrica. 

Regula<;ao do teor de cloretos no plasma 

O Cl" mantem a eletroneutralidade por duas vias. Primei- 
ro, o Na + e reabsorvido junto com o Cl“ nos tubulos proximais. 
Segundo, a eletroneutralidade e tambem mantida pelo desloca¬ 
mento de cloretos. Nesse processo, o dioxido de carbono gerado 
pelo metabolismo forma acido carbonico, que libera H + e bi- 
carbonato. A deoxi-hemoglobina tampona o H + enquanto o 
bicarbonato difunde para o plasma. O Cl“ penetra na celula em 
troca de bicarbonato para manter a eletroneutralidade. 
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Hipocioremia 

E a redugao dos niveis de cloretos plasmaticos. Causas: 
perda gastrointestinal de bicarbonato, nefropatia perdedora de 
sal, insuficiencia adrenal, acidose metabolica com acumulo de 
anions organicos (cetoacidose diabetica), alcalose metabolica, 
hipoaldosteronismo primario. 

Hipercioremia 

E o aumento de cloretos no plasma e esta geralmente 
associada com a hipernatremia. Principal causa: acidose me¬ 
tabolica (redu^ao do bicarbonato). 

■ Determina^ao dos cloretos: eletrodos ion-seletivos. 

■ Amostra: soro ou plasma heparinizado. 

■ Valores de referencia para os cloretos: 98 a 106 

mmol/L. 

Fibrose cistica 

Fibrose cistica, tambem chamada de mucoviscidose, e 
uma doenga autossomica recessiva (incidencia no Brasil de 
1:7.000 nascidos vivos), caracterizada pela falta ou defeito 
em uma glicoproteina de membrana, denominada regulador 
da condutividade transmembranica da fibrose cistica (CFTR), que 
atua como um canal para ions cloreto nas celulas epiteliais e e 
um membro da familia de proteinas transportadoras com cassete 
de ligagao a ATP (ABC). O canal para ions cloreto e vital para 
a absor^ao de sal (NaCl) e agua atraves das membranas plas- 
maticas de celulas epiteliais em tecidos como pulmoes, figado, 
intestino delgado e glandulas sudoriparas. Na fibrose cistica, 
o defeito dos canais CFTR resulta na retengao de Cl - no 
interior das celulas. Um muco espesso ou outras formas de 
secregao causam excessiva captagao de agua devido a pressao 
osmotica. As caracteristicas encontradas na fibrose cistica sao 
a doenga pulmonar (obstrugao do fluxo de ar e infec^oes 
bacterianas cronicas), e a insuficiencia pancreatica (impedi- 
mento da produgao de enzimas digestivas que pode resultar 
em deficiencia nutricional severa). 

Diagnostics laboratorial da fibrose cistica 

O diagnostico de fibrose cistica e clinico, podendo ser 
ratificado pela detec^ao de niveis elevados de cloreto e so- 
dio no suor ou por estudo genetico com a identifica^^ao de 
muta^oes para a fibrose cistica. O teste efetuado no suor e a 
analise ionica quantitativa estimulada pela pilocarpina. 

■ Valores de referencia para cloreto e sodio no suor: 

consideram-se positivos os valores de cloreto e sodio no 
suor > 60 mEq/L em pelo menos duas aferigoes. 

■ BICARBONATO 

O bicarbonato e o segundo anion mais importante do 
TEC. O C0 9 total compreende o ion bicarbonato (HCO“), 
o acido carbonico (H 0 CO 3 ) e o C0 2 dissolvido. Em pH fi- 
siologico, o bicarbonato compoe a maior fragao do CO 0 total 


(90%); a medida do mesmo e um indicativo da medida do 
bicarbonato. O HCO“ e o principal componente do sistema 
tampao no sangue. A anidrase carbonica (AC) nos eritrocitos 
converte CO 0 e H 0 O a acido carbonico, que se dissocia em 
H + e HCO- " 

H,0 + CO, ^ H 2 C0 3 H + + HCO" 

O HCO“ difunde para o exterior da celula, em troca 
pelo Cl', para manter a neutralidade da carga ionica no inte¬ 
rior das celulas (deslocamento de cloreto). O processo con¬ 
verte o potencialmente toxico CO 0 no plasma em tampao 
bicarbonato. O HCO“ tampona o excesso de H + pela forma- 
gao de acido, que se dissocia em H 0 O e CO 0 nos pulmoes, 
onde o C0 2 e eliminado. 

Regula<;ao do bicarbonato 

A maior parte de HCO“ e reabsorvida nos rins (85%) 
pelos tubulos proximais, com 15% sendo reabsorvido pelos 
tubulos distais. Como os tubulos sao parcialmente impermea- 
veis ao HCO“, ele e geralmente reabsorvido como C0 2 . Isso 
ocorre como HCO“, que apos filtragao nos tubulos, combina 
com o H + para formar acido carbonico, que entao dissocia 
em H 0 O e CO 0 . O CO 0 rapidamente difunde para o interior 
do TEC. Normalmente, quase todo o HCO“ e reabsorvido 
pelos tubulos, com pequena perda na urina. Quando HCO“ e 
filtrado, em presenga de excesso de H + , quase todo o excesso 
de HCO“ flui para a urina. 

Na alcalose, com o aumento relativo no HCO“ em re- 
lagao ao C0 2 , os rins aumentam a excre^ao do HCO“ na 
urina, carreando junto o Na + . Essa perda de bicarbonato do 
organismo colabora para a corregao do pH. 

Dentre as respostas do organismo a acidose, esta o aumento 
da excregao de H + na urina. Alem disso, a reabsorgao do HCO“ 
3 e virtualmente completa, com 90% do bicarbonato filtrado 
reabsorvido no tubulo proximal, e o restante no tubulo distal. 

■ Determinate) do dioxido de carbono. Aqui a deter- 
minagao e tratada especificamente no soro ou no plasma 
venoso. A determinagao no sangue arterial como PaCCf e 
realizada por gasometria arterial. O CO 0 total e determi- 
nado por eletrodos ion-seletivos e metodos enzimaticos. 

■ Amostra: soro ou plasma heparinizado (litio heparina). 
Manter o frasco fechado para evitar a perda de CO 0 . 
Realizar a determinagao imediatamente apos a separa- 
gao do soro ou plasma. 

■ Valores de referencia para o dioxido de carbono: 

23 a 29 mmol/L (plasma e soro). 

■ CALCIO 

O calcio esta presente em tres compartimentos princi¬ 
pals: esqueleto (99% do total), tecidos moles (1% do total), 
e liquido extracelular (menos que 0,2% do total). O calcio 
apresenta diferentes fungoes fisiologicas em diferentes com¬ 
partimentos: 1) Calcio intracelular: o calcio ionizado facilita a 
condugao neuromuscular, a contragao e o relaxamento do 
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musculo esqueletico e cardiaco. Atua na regulagao da fungao 
das glandulas exocrinas e endocrinas; 2) Calcio extracelular: 
exerce papel importante na mineralizagao ossea, no mecanis- 
mo da coagulagao sanguinea e na manutengao do potencial 
de membrana plasmatica que influencia a permeabilidade e 
a excitabilidade; 3) Calcio do esqueleto: e o principal local de 
armazenamento e mobilizagao de calcio para o “pool” extra¬ 
celular e intracelular. O osso e continuamente remodelado 
por um processo combinado de reabsorgao e formagao ossea. 

O calcio no plasma humano normal apresenta-se sob tres 
formas distintas: 1) calcio ligado a pwteinas plasmaticas; 2) calcio 
livre (ionizado) e a forma biologicamente ativa (45% a 50% 
do total; 3) calcio complexado: constituido por uma variedade 
de anions, tais como: citrato, fosfato, lactato, bicarbonato, e 
outros ions. Compreende (5% a 10% do total). 

Controle do metabolismo do calcio 

A manutengao da homeostase do calcio envolve tres or- 
gaos: intestino delgado, rins e esqueleto. A glandula mamaria, du¬ 
rante a lactagao, e tambem importante, assim como a placenta 
e o feto durante a gestagao. Varios compostos estao envol- 
vidos na regulagao do calcio plasmatico. Os dois principais 
sao: o paratormonio (PTH) e a vitamina D. Outras substancias 
contribuem em menor grau: calcitonina, hormonios da ti- 
reoide, esteroides adrenais, prostaglandinas, fator ativador dos 
osteoclastos e proteina PTH-relacionada. 

Hipocalcemia 

A deficiencia de calcio deve ser examinada sob a luz das 
variaveis que afetam fisiologicamente o calcio ionizado ati- 
vo, principalmente em rela^ao ao teor de protemas plasmati¬ 
cas e pH sanguineo. A hipocalcemia verdadeira (redugao de 
calcio total e ionizado) inclui: hipoparatireoidismo (aplasia 
glandular, destruigao ou remogao); hipoalbuminemia (afeta o 
calcio total); concentragao do H + no plasma; pseudo-hipopa- 
ratireoidismo; insuficiencia renal; deficiencia de vitamina D 
(deficiencia nutricional, redugao da exposigao ao sol); raqui- 
tismo dependente de vitamina D; ma absorgao de vitamina 
D; doenga hepatocelular cronica; doenga pancreatica; sin- 
drome nefrotica; desordem tubular renal; anticonvulsivantes; 
hiperfosfatemia; sindrome de osso faminto; doengas graves; 
hipocalcemia neonatal; pancreatite aguda; hipomagnesemia. 

■ Determinagao do calcio: o-cresolftaleina complexo- 
na (CPC) ou o corante arseno III. 

■ Amostra: soro ou plasma hepavinizado (litio) isentos de 
hemolise e separados prontamente apos a coleta, para 
evitar a capta^ao do calcio pelos eritrocitos. O sangue 
deve ser colhido sem estase venosa para evitar as va- 
riagoes do calcio, ligado as protemas. Antes da prova, o 
paciente deve consumir dieta com quantidades normais 
de calcio, 600 a 800 mg/d durante tres dias. 

■ Valores de referencia para o calcio plasmatico: 
8,9 a 10,1 mg/dL. 


Calcio urinario 

A concentragao do calcio total na urina reflete: absor- 
gao intestinal, reabsorgao ossea, filtragao e reabsorgao tubular 
renal. A medida do calcio urinario e indicada no acompa- 
nhamento das terapias de reposigao e na avaliagao do me¬ 
tabolismo do calcio nas doengas osseas, na nefrolitiase, na 
hipercalciuria idiopatica e nas doengas da paratireoide. 

Hipocalciuria 

Deficiencia de vitamina D, hipocalciuria familiar, hipopa¬ 
ratireoidismo, esteatorreia, pseudo-hipoparatireoidismo, metas- 
tases de cancer de prostata, osteodistrofia renal, osteomalacia, 
pre-eclampsia, diureticos tiazidicos. 

Hipercalciuria 

O excesso de excregao de calcio na urina e a causa mais 
comum de formagao de calculo renal. Outras causas significan- 
tes sao: hiperoxaluria, hiperuricosuria, volume urinario baixo 
e hipocitraturia. Define-se hipercalciuria conforme Tabela 4.4. 


Tabela 4.4 Defini^ao de hipercalciuria. 

Dieta 

Definigao 

Dieta normal 
(sem restrigoes) 

Mulheres: > 250 mg/d de calcio 
Homens: > 275-300 mg/d de calcio 


> 4 mg/d de calcio por quilo de peso 
corporal 

Dieta restrita 

> 200 mg/d de calcio 

(400 mg de 
calcio, 100 mEq 
sodio) 

> 3 mg/d de calcio por quilo 
de peso corporal 


Fonte: Acervo do autor. 


Os tipos mais comuns de hipercalciuria clinicamente 
significantes sao: absortivas (I, II e III), renais, reabsortivas, e 
perdas renais de fosfato. 

Outras causas de hipercalciuria incluem: hipertireoi- 
dismo, acidose tubular renal, sarcoidose e outras doengas 
granulomatosas, intoxicagao por vitamina D, excesso de gli- 
cocorticoides, doenga de Paget, acidose tubular de Albright, 
varias sindromes paraneoplasicas, imobilizagao prolongada, 
estados hipofosfatemicos induzidos, mieloma multiplo, lin- 
foma, leucemia, tumores metastaticos especialmente osseos, 
doen^a de Addison e sindrome leite-alcali. 

Cerca de 80% de todos os calculos renais contem calcio 
e, no minimo, um ter^o de todos os calculos de calcio sao en- 
contrados em pacientes com hipercalciuria. A hipercalciuria 
contribui para a formagao de calculos renais e osteoporose. 

■ Determina^ao do calcio urinario: o-cresolftaleina 
complexona (CPC) ou o corante arseno III. 
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■ Amostra para o calcio urinario. O calcio na urina 
e mantido sem precipitagao durante a coleta ou quando 
armazenado, pela adigao de 10 mL de acido cloridrico 
6 mol/L ao frasco de coleta para atingir o pH de 3 a 4. 

■ Valores de referencia para o calcio urinario: Dieta 
normal: 150 a 300 mg/d. 

■ FOSFORO (FOSFATO) 

Encontrados em todas as celulas vivas, os compostos de 
fosfato participam de muitos dos mais importantes proces- 
sos bioquimicos. Os materials geneticos acido ribonucleico 
(RNA) e acido desoxirribonucleico (DNA) sao complexos 
de fosfodiesteres. A maioria das coenzimas e estere do acido 
fosforico e pirofosforico. Os mais importantes reservatorios 
de energia bioquimica sao o ATP, a creatina fosfato e o fos- 
foenolpiruvato. A deficiencia de fosfato pode produzir de- 
plegao de ATP, que em ultima instancia e responsavel pelos 
sintomas clinicos encontrados na hipofosfatemia. Alteragoes 
na concentragao do 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG) nos eri- 
trocitos afeta a afmidade da hemoglobina pelo oxigenio. Por 
atuar na formagao de 2,3-BPG, a concentragao de fosfato 
inorganico afeta indiretamente a liberagao de oxigenio pela 
hemoglobina. 

Compreender o que origina niveis alterados de fosfato 
no sangue muitas vezes e dificil, ja que o seu deslocamento 
transcelular e a principal causa da hipofosfatemia. Ou seja, 
um aumento no deslocamento do fosfato para o interior das 
celulas pode reduzir o fosfato sanguineo. Ao ser capturado 
pela celula, o fosfato pode ser usado na sintese de compostos 
fosforilados. Como esses compostos de fosfato sao metaboli- 
zados, o fosfato inorganico lentamente deixa a celula para o 
sangue, onde e regulado principalmente pelos rins. 

Regula<;ao do fosfato 

O fosfato presente no sangue pode ser proveniente da 
dieta, por absorgao intestinal, liberado das celulas ou perdido 
pelos ossos. Em individuos normals, todos esses processos sao 
relativamente constantes e facilmente regulados pela excre- 
gao ou reabsorgao renal de fosfato. 

Disturbios em qualquer desses processos podem alterar 
a concentragao de fosfato no sangue; entretanto, a falta de 
regulagao pelos rins produzira os mais profundos efeitos. 
Apesar de outros fatores, como a vitamina D, calcitonina, 
hormonio do crescimento e o estado acido-base poderem 
afetar a regulagao renal do fosfato. O fator mais importante 
e o paratormonio (PTH) que, de modo geral, reduz a con- 
centragao sanguinea de fosfato pelo aumento da excregao 
renal. A vitamina D atua no aumento do fosfato no sangue; 
eleva tanto a absorgao do fosfato no intestino como a reab- 
sorgao renal. O hormonio do crescimento atua na regulagao 
do crescimento do esqueleto, e pode afetar as concentrates 
de fosfato no sangue. Em casos de administragao ou secre- 
gao excessiva de hormonio do crescimento, os niveis de fos¬ 
fato no sangue podem aumentar pela redugao da excregao 
renal do mesmo. 


Distribui<;ao 

O fosfato e um anion predominantemente intracelular, 
com concentrates variaveis, dependendo do tipo de celula. 
Cerca de 80% a 90% do total esta presente nos ossos, 10% 
a 20% em tecidos moles, e menos de 1% na forma ativa no 
plasma. 

Hipofosfatemia 

Existem quatro causas gerais: desvio do fosfato do espago 
extracelular para o intracelular, perda renal de fosfato, perda 
pelo trato gastrointestinal e perda de estoques intracelulares. 
A hipofosfatemia e encontrada, as vezes, em pacientes com 
cetoacidose diabetica, doenga obstrutiva pulmonar croni- 
ca, asma, malignidade, nutrigao parenteral por longo tempo, 
doenga intestinal inflamatoria, anorexia nervosa e alcoolismo. 
Em internados em CTI com sepse, a hipofosfatemia e en¬ 
contrada em ate 80% dos pacientes. A hipofosfatemia pode 
tambem ser causada pelo aumento da excregao renal (hiper- 
paratireoidismo) e redugao da absor^ao intestinal (deficiencia 
da viamina D ou uso de antiacidos). 

Hiperfosfatemia 

Geralmente e secundaria a incapacidade dos rins em 
excretar fosfato (insuficiencia renal aguda ou cronica). Ou¬ 
tros fatores: ingestao aumentada ou um desvio do fosfato dos 
tecidos para o liquido extracelular. Como ainda nao desen- 
volveram plenamente a produgao de PTH e o metabolis- 
mo de vitamina D, os neonatos sao especialmente suscetiveis 
a hiperfosfatemia causada pela ingestao aumentada de leite 
de vaca ou laxantes. Aumentos da destruigao celular podem, 
as vezes, levar a hiperfosfatemia, como em infeegoes seve- 
ras, exercicios intensos, desordens neoplasicas ou hemolise 
intravascular. Como os linfoblastos imaturos contem quatro 
vezes mais fosfato que os linfocitos maduros, pacientes com 
leucemia linfoblastica sao especialmente suscetiveis a hiper¬ 
fosfatemia. 

■ Determinafao do fosforo: formagao de complexo 
fosforo molibdato, com leitura em 340 nm ou convertido 
em azul de molibdenio com leitura em 600 a 700 nm. 

■ Amostra: soro, plasma heparinizado, e urina de 24 horas. 

■ Valores de referencia para o fosforo: 


Adultos 

2,2 a 4,5 mg/dL 

Recem-nascidos 

3,5 a 8,6 mg/dL 

Criangas 

4,0 a 7,0 mg/dL 

Urina (adultos) 

400 a 1.300 mg/d 
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Geraldo Picheth 

Diabetes Mellitus 



■ DEFINI^AO 

A Associagao Americana de Diabetes (ADA), legitimada 
por multiplas entidades internacionais e pela Sociedade Bra- 
sileira de Diabetes (SBD) definem o diabetes mellitus como 
“um grupo de doengas metabolicas caracterizadas por hiper- 
glicemia, resultante de defeitos na secre^ao de insulina, agao 
da insulina ou ambos. A hiperglicemia cronica do diabetes 
esta associada a lesoes de evolugao lenta, disfungoes e insu- 
ficiencias de diferentes orgaos, especialmente os olhos, rins, 
nervos, cora^ao e vasos sanguineos”. 

Portanto, o diabetes mellitus (ou Diabetes melito, DM) 
contempla um grupo heterogeneo de processos patologicos 
que apresentam em comum a hiperglicemia cronica. 

■ 0 DIABETES EM NUMEROS 

Multiplos estudos, incluindo metanalises, comprovam 
que o DM e uma patologia em expansao. O termo “epide- 


mia de diabetes” empregado para pontuar a rapida expansao 
da doenga e pertinente. As projegoes para o ano de 2030 su- 
gerem a presenga de mais de 550 milhoes de diabeticos no 
mundo, e numero semelhante de individuos com risco au- 
mentado de diabetes (pre-diabetes), com crescimento global 
da patologia superior a 50% (Figura 5.1). Esse processo de 
rapida evolugao do numero de diabeticos esta diretamente 
associado ao aumento de peso e a obesidade observados em 
todos os paises. O Brasil, em 2012, contava com 13,4 milhoes 
de diabeticos em sua populagao com idades entre 20 e 79 
anos, ou seja, cerca de 7% da populagao adulta. 

As concentrates de glicose no sangue sao controladas 
por diversos mecanismos, principalmente os fluxos hormo- 
nais (Figura 5.1). 

O pancreas tern fungao central na homeostasia da glico¬ 
se atraves de hormonios polipetidios produzidos nas ilhotas 
de Langerhans (Figura 5.2). As celulas a-pancreaticas pro- 
duzem o hormonio glucagon, de a^ao hiperglicemiante, 


Mundo: 2011 = 366 milhoes 
2030 = 552 milhoes 
aumento = 51% 



Figura 5.1 Estimativa da evolu^ao do diabetes no mundo. Os quadros mostram, na parte superior, a frequencia de individuos diabeticos 
estimada para o ano de 2011. Acima, a proje^ao para 2030, e a porcentagem esperada de aumento por continente. 

Fonte: Kozak BM; et ai, 2012. Whiting DR; et ai, 2011. 
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Figura 5.2 Regulapao hormonal da glicose sanguinea. Os simbolos ® e 0 indicam estimulo e inibipao para o aumento da glicemia. 
Fonte: Adaptada de Bishop et at, 2013. 


enquanto as celulas p, o hormonio insulina, o unico que 
promove a redugao da glicose sanguinea. A somatostatina 
produzida nas celulas 8-pancreaticas tem efeito inibidor re¬ 
gulators na liberagao do glucagon e da insulina. Os hor- 
monios cortisol, epinefrina e hormonio do crescimento 
tem efeito de aumentar a glicemia, principalmente estimu- 
lando a libera^ao de glicose pelo figado.As agoes do ACTH 
(hormonio adrenocorticotrofico) e a tiroxina promovem o 
aumento da glicemia. As incretinas, hormonios polipetidios 
secretados pelas celulas enteroendocrinas, principalmente o 
GIP (polipetidio insulinotropico glicose-dependente) e o 


GLP-1 (peptideo-1 semelhante ao glucagon) estimulam 
a liberagao de insulina pancreatica e inibem a agao do 
glucagon. 

A manutengao da concentra^ao sanguinea de glico¬ 
se estavel (homeostasia da glicose), mesmo em periodos de 
ausencia de aporte alimentar, e fisiologicamente importante 
para suprir tecidos que utilizam esse carboidrato como fonte 
energetica principal, a exemplo do tecido nervoso. 

O diabetes mellitus e classificado em quatro classes, reco- 
nhecidas pelas principals entidades mundiais no tema, como 
mostrado naTabela 5.1. 


Tabela 5.1 Classifica^ao etiologica do diabetes mellitus. 


Frequences 


5%-10% 

> 90% 

< 5% (?) 


Tipos de diabetes 


I. Diabetes tipo 1 

A. Imunomediado 

B. Idiopatico 

II. Diabetes tipo 2 

III. Diabetes mellitus gestacional 

A. Defeitos geneticos relacionados a fungao da celula (3-pancreatica 

B. Defeitos geneticos na agao da insulina 

C. Doengas do pancreas exocrino 

D. Endocrinopatias 

E. Induzido por drogas ou substancias quimicas 

F. Infecgoes 

G. Formas incomuns de diabetes imunomediado 

H. Outras sindromes geneticas, algumas vezes associadas ao diabetes 

IV. Outros tipos de diabetes 
Fonte: Adaptada de American-Diabetes-Association. Standards of Medical Care in Diabetes 2017. Diabetes Care, 2017, 40, Suppl 1:S11-S24. 
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■ SINAIS E SINTOMAS ASSOCIADOS AO 
DIABETES 

O termo diabetes, de origem grega, tem o significado 
de “sifonar”, e “mellitus ou melito”, semelhante ao mel (sa- 
bor doce). A terminologia reflete os principals sintomas da 
patologia, a poliuria, a polidipsia, e a presen^a de glicose na 
urina. O afetado tem sede intensa e urina grandes volumes de 
“sabor” doce, como se a urina passasse por ele como em um 
sistema de sifonagem. 

De longa data se reconhecem os principals sinais e sinto¬ 
mas associados ao diabetes (Figura 5.3). Um grupo de sinto¬ 
mas, designados classicos, estao presentes principalmente no 
diabetes tipo 1, mnemonicamente designados 4Ps (Poliuria, 
Polidipsia, Polifagia e Perda de peso), e refletem insuficiencia 
aguda de insulina. Os outros sintomas sao gerais, tambem fre- 
quentes em diferentes processos patologicos, e no diabetico 
estao associados as complicates da hiperglicemia cronica. E 


Classico 


Poliuria (volume 
urinario elevado) 
Polidipsia (sede 
intensa) 

Polifagia (fome 
intensa) 

Perda rapida de peso 
Cetoacidose 


relevante ressaltar que muitos individuos com diabetes tipo 2 
sao assintomaticos, o que demonstra a necessidade da realiza- 
gao de exames periodicos para o diagnostico. 

■ FISIOPATOLOGIA DO DIABETES 

A patofisiologia do diabetes, apesar dos avangos no co- 
nhecimento da patologia, nao e completamente conhecida. 
A Figura 5.4 sumariza os principals elementos associados aos 
tipos de diabetes mais frequentes. 

Diabetes tipo 1 

O diabetes tipo 1 tem predisposi^ao genetica associa- 
da a genes do sistema HLA (antigeno leucocitario humano) 
e esta relacionado a uma agressao autoimune as celulas P~ 
-pancreaticas, resultando na destruigao do sitio produtor de 
insulina e, consequentemente, a uma deficiencia desse hor- 
monio, que necessita reposi^ao externa (insulinoterapia) para 


Gerais 


Obesidade 
Enurese noturna 
Visao dupla ou borrada 
Infecgoes (pele, 
vulvovaginites) 

Feridas de dificil 

cicatrizagao 

Prurido 

Neuropatia periferica 
Fraqueza e fadiga 


Figura 5.3 Principals sinais e sintomas associados ao diabetes. 
Fonte: Adaptada de SBD, 2015-2016. 


i 

Agressao autoimune 
(virus, inflama<pao, outro) 

i— 

Destruigao celulas 
beta pancreaticas 
insulina: deficiencia 
ou ausencia absoluta 

I 

DM tipo 1 



Fatores ambientais 
estilo de vida 
(sobrepeso/obesidade) 




Fatores nao conhecidos j 



Insulina: 

Resistencia a agao 
Redugao na produgao 

Diabetes mellitus 

nr 


DM tipo 2 


Figura 5.4 Principals elementos relacionados a patofisiologia do diabetes. 
Fonte: Sacks DB; et oi, 2011. 
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que o paciente sobreviva. Presenga de autoanticorpos contra 
varias estruturas celulares (antiGAD65, anti-insulina, antiti- 
rosinafosfatase, dentre outras) esta presente na grande maioria 
dos pacientes com DM1, grupo designado diabetes tipo 1A. 
Em outro grupo minoritario, que apresenta deficiencia de 
produgao de insulina, diabetes tipo IB, nao ha alteragao dos 
marcadores de autoimunidade contra a celula P-pancreatica 
ou com o sistema HLA, sendo considerado idiopatico. 

Pacientes com DM1 estao sujeitos a apresentar cetoaci- 
dose, um evento de elevada gravidade, raro em outros tip os 
de diabetes. 

Diabete tipo 2 

O DM2 e um tipo de diabetes reconhecidamente poli- 
genico (varios locos genicos envolvidos) e caracterizado por 
padroes de transmissao geneticos bem defmidos. No DM2, 
fatores ambientais como o estilo de vida, inatividade fisica e 
muito fortemente (> 90%) a presen^a de sobrepeso ou obe- 
sidade (IMC > 25 kg/m 2 ) sao fatores predisponentes a resis- 
tencia e agao da insulina, e na evolugao do processo a redugao 
da produgao desse hormonio. 

Outros tipos especfficos de diabetes 

Esse grupo congrega varios processos patologicos que 
produzem alteragao na glicemia. O destaque nesse grupo 
heterogeneo esta nas alteragoes geneticas monogenicas as- 
sociadas a celula P-pancreatica, como os diferentes tipos de 
diabetes MODY (diabetes da maturidade emjovens; Maturity 
Onset Diabetes of theYoung). Muta^oes que afetem genes como 


o da enzima glucoquinase (MODY-2 ou GCK-MODY), um 
sensor da glicemia, ou de fatores de transcrigao como o fator 
hepatocitico nuclear (HNFl-a ou MODY-3), agentes que 
regulam a expressao de genes sao exemplos desse tipo de dia¬ 
betes. 

Diabetes gestacional 

A definifao de Diabetes mellitus gestacional (DMG) vem 
sofrendo modificagoes nos ultimos anos. O diabetes identi- 
ficado inicialmente durante a gesta^ao e discutido de forma 
mais abrangente, com os novos criterios diagnosticos. 

E relevante pontuar que ha fatores nao conhecidos asso- 
ciados ao diabetes, incluindo aqueles que necessitam de com- 
prova^ao com maior numero de estudos. As caracteristicas de 
heterogeneidade do diabetes sugerem que a medida que as 
pesquisas avangarem novos tipos especificos de diabetes po- 
derao ser estabelecidos, com patofisiologia especifica. 

ATabela 5.2 resume as principais caracteristicas dos tipos 
de diabetes mais frequentes. O diabetes latente autoimune 
do adulto (LADA, latent autoimmune diabetes in adults) ou tipo 
1,5 (um e meio), descrito no final dos anos 1980, caracte- 
riza um subgrupo de pacientes com diabetes que, embora 
apresentem autoanticorpos (como o GAD65) contra a celula 
p-pancreatica, mantem a produ^ao de insulina preservada por 
um periodo de tempo. Esses individuos tern sido referidos 
como diabeticos tipo 1 latentes e se diferenciam do diabetes 
tipo 2 classico. A designagao de diabetes 1,5 e sugestiva das 
caracteristicas comuns ou de transigao entre ambos os tipos 
1 e 2 do diabetes. 


Tabela 5.2 Caracteristicas dos principais tipos de diabetes. 


Tipos de diabetes 

Caracteristicas 

DM1 

DM 1,5 

DM 2 

Nomenclatura antiga 

Diabetes insulino- 

LADA 

Diabetes nao 


dependente 

Tipo V 2 

insulinodependente 

Idade de inicio, anos 

< 20 (3-40) 

-35 (20-70) 

> 40 (35-80) 

% dos diabeticos 

-10% 

-10% 

- 80% 

Sintomas classicos 

Sim 

Nao 

Nao 

Peso corporal 

Magro 

Intermediario 

Obeso (> 90%) 

Dependencia de insulina exogena 

Sim 

Sim 

Nao 


Urgente: no diagnostico 

Usual apos —6 anos do 

Hipoglicemiantes orais 



diagnostico 

Pode necessitar apos 



Hipoglicemiantes orais 

varios anos 

Presenga de autoanticorpos 

Sim 

Sim 

Nao 


(ICA, IA2, GAD65, IAA) 

(GAD65) 


Resistencia a insulina 

Nao 

Parcial 

Sim 


LADA: diabetes latente autoimune do adulto. 
Fonte: Adaptada de Laugesen E, etai, 2015. 
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■ DIAGNOSTICO DO DIABETES MELLITUS 

O diagnostico do diabetes esta baseado na concentragao 
de glicose no sangue. Os criterios atuais para o diabetes se 
fundamentam nas concentrates glicemicas associadas a pre- 
Valencia de retinopatia, uma complicagao frequente da pato- 
logia, e estao descritas naTabela 5.3. 

Nao esta disponivel um ensaio gold standard (ou padrao- 
-ouro) para o diagnostico do diabetes.Todos os criterios diag¬ 
nostics apresentam vantagens e desvantagens intrinsecas aos 
processos. 

O risco para desenvolvimento do diabetes associado as 
concentrates da glicemia e continuo. Portanto, os valores de 
corte propostos para risco aumentado do diabetes refletem 
pontos que fazem um balango de falso-negativos (falha em 
identificar aqueles que se tornarao diabeticos), e falso-po- 
sitivos (identificagao incorreta de pacientes que desenvolve- 
rao diabetes com as implicates nos gastos com intervengoes 
desnecessarias). Em pacientes com diabetes tipo 2, quando do 


diagnostico laboratorial, estima-se que o diabetes ja esteja em 
curso por cerca de quatro a sete anos antes do diagnostico 

As categorias de risco aumentado para o diabetes, tam- 
bem designado de pre-diabetes, estao representadas naTabela 
5.4. Esse grupo de pacientes, alem do diabetes, tern maior 
risco para doenga cardiovascular 

Diagnostico do diabetes gestacional 

A gestagao normal evolui para uma resistencia progressi¬ 
va a insulina, que tern inicio proximo a metade da gestagao e 
progride ate o terceiro trimestre, a niveis que se aproximam dos 
observados em pacientes com diabetes tipo 2. Essa resistencia a 
insulina resulta da combinagao do aumento da adiposidade ma- 
terna e dos efeitos dos hormonios produzidos pela placenta, com 
destaque para o hormonio lactogenio placentario e estrogenos. 

O Diabetes Gestacional (DMG) e defmido como in¬ 
tolerance a glicose, de inicio ou primeiro reconhecimento 
durante a gravidez. 


Tabela 5.3 

Criterios para o diagnostico do diabetes. 

Criterios 

Analitos 

Concentragoes 

Comentarios 

1* 

HbAIC 

> 6,5 % 

0 teste deve ser realizado com metodo padronizado e certificado pelo 
NSGP e padronizado pelo ensaio do DCCT 

ou 

2 * 

Glicemia de 
jejum 

> 126 mg/dL 

Jejum definido como ausencia de ingesta de alimentos caloricos por, 
no minimo, 8h 

ou 

3* 

Glicemia 2h apos 
75 g de glicose 
oral 

> 200 mg/dL 

0 teste deve ser realizado como descrito pela OMS, utilizando dose 
oral de glicose contendo o equivalente a 75 g de glicose dissolvida em 
agua 

OU 

4 

Glicemia ao 

acaso 

200 mg/dL 

Esse criterio diagnostico deve ser associado a sintomas classicos de 
hiperglicemia ou crise hiperglicemica 


*Na ausencia de glicemia inequivoca, os criterios 1 a 3 devem ser confirmados por repetigao do teste. 
Glicemia em mg/dL x 0,0555 = mmol/L. 

Fonte: ADA, 2017; SBD, 2015-2016. 


Tabela 5.4 Categorias que apresentam risco 

aumentado para o diabetes (pre-diabetes). 

Analitos 

Concentragoes 

Nomenclatura* 

Glicemia de jejum 

100 a 125 mg/dL 

Glicemia de jejum alterada 

Glicemia 2h apos 75 g de glicose oral 

140 a 199 mg/dL 

Tolerancia a glicose diminuida 

HbAIC 

5,7% a 6,4% 

- 


*Sociedade Brasileira de Diabetes, 2015-2016, e ADA 2017. 
Fonte: ADA, 2017; SBD, 2015-2016. 
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Essa defmigao classica, no entanto, permite que mulhe- 
res com diabetes tipos 1, tipo 2 ou outros, que nao tenham 
si do diagnosticadas previamente a gestagao, sejam classifica- 
das como diabeticas gestacionais. Essas alteragoes hormonais 
fisiologicas tambem afetam as concentragoes dos lipides na 
gestagao. O DMG induz a um estado de dislipidemia consis- 
tente com a resistencia a insulina e a concentragao de estro- 
genio. Durante a gestagao, mulheres com diabetes gestacional 
apresentam concentrates elevadas de trigliceridios e redu- 
zidas de LDL-C quando comparadas aquelas com gestagoes 
normais (Koukkou). Marcadores para o DMG com base nas 
concentrates de lipides sericos tern sido sugeridos. 

O estudo HAPO (Hyperglycemia and Adverse Pregnancy 
Outcomes study) foi um marco relevante na consolidagao dos 
efeitos adversos da hiperglicemia cronica na gestagao. Esse es¬ 
tudo epidemiologico multicentrico de larga escala (cerca de 
25 mil gestantes avaliadas) demonstrou que o risco de efeitos 
adversos maternos, fetais e para o neonato aumentam con- 
tinuamente relacionados a glicemia materna medida entre a 
24 a e a 28 a semana de gestagao. 

O DMG guarda similaridade com o diabetes tipo 2, e no 
Brasil a frequencia media da patologia afeta certa de 7% das 
gestates. Apos o parto, a maioria das pacientes com DMG 
retorna a normoglicemia, mas o risco dessas pacientes em 
desenvolver DM2 no futuro e aumentado (10% a 63%). 

Portanto, as diretrizes atuais recomendam que, no ini- 
cio da gestagao, a gestante seja avaliada para o diagnostico 
do diabetes, com os procedimentos padronizados para a 
populagao geral (Tabela 5.3). Aquelas que apresentarem os 
biomarcadores de hiperglicemia compativeis com diagnosti¬ 


co de DM serao classificadas como diabetes manifesto (overt 
diabetes ), uma nova categoria que busca identificar o diabe¬ 
tes pre-gestacional, a qual deve ser caracterizada com ou¬ 
tros ensaios para definir o tipo de diabetes (tipo 1, tipo 2 ou 
outros tipos especificos). Somente aquelas que apresentarem 
glicemia de jejum entre 92 e 125 mg/dL serao caracterizadas 
como apresentando DMG no inicio da gestagao. Gestantes 
com glicemia < 92 mg/dL deverao ser encaminhadas para 
a realizagao de curva glicemica entre a 24 a e a 28 a semana 
de gestagao. Se a glicemia de jejum for igual ou superior a 
126 mg/dL, o diagnostico de diabetes manifesto sera consig- 
nado. As gestantes que apresentarem alteragoes na glicemia 
apos a administragao oral de 75 g de glicose (curva glicemi¬ 
ca), acima dos valores de corte recomendados, serao caracte¬ 
rizadas como DMG. E importante ressaltar que apenas um 
valor, em qualquer tempo na curva glicemica, e suficiente 
para o diagnostico de DMG. 

A Figura 5.5 esquematiza os criterios para o diagnostico 
do diabetes gestacional segundo a IADPSG. 

Os fatores de risco para o diabetes gestacional e tipo 2 
tern mtima relagao, como estao apresentados na Figura 5.6. 
Nesses dois fatores sao proeminentes em todos os estudos: a 
obesidade e a historia familiar com presenga do diabetes. 

As metas estabelecidas para o controle glicemico estao 
apresentadas na Tabela 5.5. As diferentes propostas das socie- 
dades envolvidas no diabetes mostram que nao ha consenso 
neste topico. Em especial para criangas, as metas apresentam 
maior tolerancia, lembrando que as metas muito restritivas 
aumentam o risco de crises severas e indesejaveis de hipo- 
glicemia. 


Primeira consulta do pre-natal 

(todas as mulheres ou mulheres de alto risco) 


Diabetes manifesto 

(overt diabetes) 
Glicemia (mg/dL) 
jejum > 126 
ao acaso > 200 
HbAlc > 6,5% 


TOTG 75 g na 24-28 semana gestagao 



Diabetes manifesto 

(Overt diabetes) 
Glicemia jejum > 126 mg/dL 



Diabetes gestacional 

Glicemia (mg/dL) apos 
75-g glucose oral 
Jejum > = 92 e < 126 

1 hora > 180 

2 horas > 153 

Um valor acima do corte 


Figura 5.5 Criterios para o diagnostico do diabetes gestacional segundo a IADPSG. Criterios da International Association of Diabetes and 
Pregnancy Study Groups (IADPSG) aceitos pela Associagao Americana de Diabetes (ADA) e outras instituigoes. 

Fonte: ADA, 2017. 
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Obesidade pais ou irmaos 
com dm2 

Obesidade e sobrepeso 
historia familiar de dm 

DMG previo ou parto de crianga 
com > 4.000 g 

Hipertensao ou smdrome 
metabolica 

Maes com peso ao nascer > 4.000 g 
Smdrome do ovario policistico 
• Raga/etnia de alto risco 

Acantose nigricans 

Historia de parto com crianga com > 4.000 g 
Historia de matabolismo anormal da glicose 

• Historia do proprio peso ao nascer > 4.000 g 
Raga/etnia de alto risco 

Idade > 35 anos 

Baixa estatura (< 1,50 m) 

• Historico de passado obstetrico anormal 


Figura 5.6 Fatores de risco para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 e gestacional. 
Fonte: SBD, 2015-2016. 


Tabela 5.5 Metas para criterios para controle glicemico em adultos e criangas com diabetes. 


Dosagens 

Adultos 

Criangas 


ADA/SBD* 

IDFeAACE 


Glicemia pre-prandial (mg/dL) 

70-130 

< 110 

90-180 

Glicemia pos-prandial (mg/dL) 

< 180 ou < 1 60* 

< 140 

< 180 

HbAI C (%) 

< 7,0 

< 6,5 

7,5-8,5 


Fonte: Joslin, SBD 2015-2016. Federa^ao Internacional de Diabetes e Associa^ao Americana de Endocrinologistas Clfnicos. 


■ ENSAIOS LABORATORIAIS PARA 
DIAGNOSTICO E CONTROLE GLICEMICO 

Os ensaios laboratoriais sao elementos centrais para o 
diagnostico e monitoramento do diabetes. Todas as medi- 
das laboratoriais sao suscetiveis a variagoes pre-analiticas e 
analiticas, bem como a interferencias que podem afetar a 
interpretagao dos testes. Os ensaios de laboratorio de roti- 
na envolvidos no diabetes sao: a glicemia de jejum, a cur- 
va glicemica ou teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), 
a hemoglobina glicada, a frutosamina e o 1,5 anidroglicitol 
(1,5 AG). E critico e essencial que laboratories que realizam 
testes diagnosticos tenham estabelecido programas de con¬ 
trole de qualidade interno e externo para garantia da qualida- 
de e a manutengao da consistencia de resultados confiaveis. E 
consenso que as determinagoes laboratoriais para diagnostico 
e controle do paciente com diabetes devam ser realizadas em 
laboratorio acreditado. 

Glicemia de jejum 
Fase pre-analitica 

Os tres elementos relevantes da fase pre-analitica sao o 
estabelecimento do jejum, os cuidados relacionados ao con- 


sumo da glicose na amostra (glicolise), e o conhecimento da 
variabilidade biologica associada ao ensaio. 

Jejum 

O tempo minirno de jejum recomendado e de 8 horas, 
nao devendo ultrapassar 16 horas. Durante o periodo de je¬ 
jum o paciente pode receber agua a vontade (ad libitum). Esse 
periodo de jejum e importante para padronizar o ensaio e 
colocar o paciente o mais proximo possivel ao seu ponto de 
equilibrio (homeostasia) dos fhixos hormonais que afetam a 
glicemia. 

Inibidores da glicolise 

As celulas sanguineas, com destaque para os leucocitos, 
consomem a glicose (glicolise) sanguinea para a obtengao 
de energia. Portanto, apos a coleta de sangue para glicose, se 
a amostra nao for adequadamente tratada, progressivamente 
tera seu conteudo de glicose reduzido pela glicolise. Cerca de 
5% a 7% da glicose pode ser consumido por hora, dependen- 
do da temperatura ambiente e da contagem de leucocitos, 
entre outros fatores. E possivel, portanto, que um paciente 
com 126 mg/dL tenha a glicemia reduzida a 110 mg/dL duas 
horas apos, somente pela agao das enzimas da via glicolitica 
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e, consequentemente, a perda do diagnostico do diabetes se 
a glicose da amostra nao for corretamente estabilizada. Duas 
formas classicas sao recomendadas para evitar a perda da gli¬ 
cose por glicolise in vitro. 

O processo mais conveniente e separar o soro ou plasma 
das celulas em periodo maximo de uma hora apos a coleta. 
Essa amostra pode ser conservada refrigerada por tres dias e 
varios meses no congelador a -20 °C. 

Outro metodo tradicional e coletar o sangue na presenga 
de agentes anti-glicoliticos. Dentre esses agentes, o fluoreto de 
sodio (2,5 mg/mL de sangue, associado ao EDTA ou oxalato) 
e o iodoacetato (0,5 mg/mL de sangue, associado a heparina) 
inibem enzimas da via glicolitica, respectivamente, enolase e 
gliceroaldeido 3-fosfato desidrogenase, e consequentemente 
preservam a glicose na amostra de plasma. A inibigao por estes 
agentes antiglicoliticos, no entanto, nao e imediata. A inibigao 
com fluoreto so e completa apos ate 4 horas, resultando em 
perdas da glicemia (cerca de 8 mg/dL, usualmente). Uma nova 
mistura antiglicolitica, que inibe a glicolise rapidamente, basea- 
da na acidifica^ao do sangue com tampao citrato esta disponi- 
vel ao lab oratorio clinic o, mas e pouco utilizada no momento. 

Variabilidade biologica 

As variagoes de todos os elementos que afetam a concen- 
tragao de glicose no sangue conferem flutuagoes a este analito, 
mesmo em jejum. Os fluxos hormonais e a dieta sao os prin¬ 
cipal responsaveis por estes fluxos, cuja resposta varia entre 
os individuos. Essas flutuagoes nas concentrates da glicemia, 
bem como de outros analitos em liquidos biologicos decorren- 
tes destes processos intrinsecos, sao chamadas de variabilidade 
biologica. A variabilidade biologica (VB) pode ser estimada, 
assumindo que nao ocorra variagao pre-analitica pela equa^ao: 

(CV total) 2 = (CV analitico) 2 + (CV biologico) 2 

Onde CV e o coeficiente de variagao (%) que mostra a razao 
do desvio-padrao com a media da analise (CV analitico = 
imprecisao analitica) e da variagao biologica (CV biologico). 

O coeficiente de variagao biologico medio intraindivi¬ 
dual e interindividual para a glicemia de jejum sao parame- 
tros importantes para interpretar os biomarcadores glicemicos 
(Tabela 5.6). 


Tabela 5.6 Variabilidade biologica media para os princi¬ 
pal biomarcadores de hiperglicemia. 


Variabilidade biologica media (CV %) 


Analitos 

Intraindividual 

Interindividual 

Glicemia de 

5,7 

8,3-12,5 

jejum 



TOTG 

16,7 

- 

HbAIC 

1,9 

5,7 

Fonte: Sacks DB; et ai, 2011. 


Quando se aplica o coeficiente de variagao biologico 
medio para glicemia de jejum (CVb 5,7%), as concentrates 
de glicemia de 100 mg/dL e 126 mg/dL, respectivamente va- 
lores de corte para glicemia normal e diagnostico do diabetes, 
o intervalo de confianga com 95% de probabilidade estima 
a varia^ao esperada para estes valores. A Figura 5.7 mostra 
esses efeitos. 



Figura 5.7 Efeito da variabilidade biologica sobre valores de corte 
associados ao diabetes. 

Fonte: Sacks DB; et ai, 2011. 

Considerando apenas a variabilidade biologica, uma 
glicemia verdadeira de 100 mg/dL pode variar entre 87 e 
113 mg/dL, e uma glicemia de 126 mg/dL varia entre 112 e 
140 mg/dL. Portanto, um paciente que apresente uma glice¬ 
mia de jejum na faixa do intervalo de confianga apresentado 
deve ter sua glicemia medida em outro momento para con- 
firmar o resultado. 

Metodologias para quantificaqao da glicemia 

Duas metodologias para a quantificagao da glicemia pre- 
dominam no laboratorio clinico (Figura 5.8). As metodolo¬ 
gias com glicose oxidase/Trinder com rea^ao colorimetrica 
e o ensaio com hexoquinase no ultravioleta sao equivalentes 
no diagnostico do diabetes. 

Embora o ensaio colorimetrico com glicose oxidase seja 
mais utilizado no Brasil, apresentando reagentes com longa 
estabilidade, simplicidade metodologica e automagao, esta 
sujeito a interferencias, principalmente quanto a reagao co¬ 
lorimetrica. Esta metodologia, no entanto, nao e recomenda- 
da para quantificagoes em liquidos biologicos diferentes do 
soro/plasma como urina e liquor, exceto quando o reagente, 
de maior custo, recebeu aditivos que eliminam e minimizam 
as interferencias. O metodo com hexoquinase-UV apresen- 
ta menos interferentes, podendo ser utilizado em todos os 
liquidos biologicos, e facilmente adaptado a automagao. O 
reagente, porem, e menos estavel comparado a glicose oxida¬ 
se/Trinder e necessita de equipamento para leitura na regiao 
UV (340 nm), de maior custo. 

Em termos metodologicos para a quantificagao da gli¬ 
cemia, tern sido sugerido como aceitavel um coeficiente de 
variagao (CV) analitico < 2,2% (imprecisao analitica), sem 
desvios (zero bias). Com base na variabilidade biologica, pode 
ser aceitavel um CV analitico < 2,9%, um bias de < 2,2% e 
um erro total de < 6,9%. 
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Glicose oxidase - Trinder 

p-D-Glucose + 0 2 


GOD 


H 2 0 2 + Fenol + 4-aminofenazona 


> Acido gliconico + H 2 0 2 
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-► Cromogeno + H 2 0 


Hexoquinase - UV 


Hexoquinase ^ _ r r G6PD _ r r , 

Glucose - ^ ^ Glucose-6-fosfato ^ — ^►6-fosfogluconato 


ATP 


ADP 


NAD + 


Figura 5.8 Inicio dos principals ensaios laboratoriais para quantifica^ao da glicemia. 
Fonte: Sacks DB; et ai, 2011. Rifai N; et ai, 2018. 


Valor de referenda para glicemia de jejum 

A concentragao de glicose no soro/plasma varia com a 
idade em individuos saudaveis. O valor de referenda para 
criangas, de 60 a 100 mg/dL, e similar ao intervalo para adul- 
tos, de 74 a 110 mg/dL. Observe que em nenhuma diretriz 
para diagnostico do diabetes os valores de referenda sao uti- 
lizados, mas apenas os valores de corte. 

Teste oral de tolerancia a glicose 

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), tambem co- 
nhecido como curva glicemica, tern como principio adminis- 
trar uma carga de glicose padronizada e monitorar a glicemia 
para identificar alteragoes na liberagao de insulina e, conse- 
quentemente, o diagnostico do diabetes. Embora mais sensivel 


que a glicemia de jejum, o teste apresenta baixa reprodutivida- 
de, sendo afetado por multiplos fatores (Tabela 5.7). 

A Tabela 5.8 sintetiza os criterios para a interpretagao 
do teste oral de tolerancia a glicose, segundo a Organizagao 
Mundial da Saude. 

Hemoglobina glicada 

A rea^ao nao enzimatica entre a glicose e a hemoglobina, 
designada glica^ao (Figura 5.9),produz a hemoglobina glica¬ 
da, um marcador para o controle glicemico, tambem utilizado 
no diagnostico do diabetes. 

A reagao de forma^ao e lenta e a quantidade de produto 
formada (HbAlC) depende do tempo de exposigao da he¬ 
moglobina a glicose. Considerando que o tempo medio de 


Tabela 5.7 Caracterfsticas e fatores que afetam o teste oral de tolerancia a glicose. 

Caracterfsticas 

Comentarios 

0 teste deve ser realizado em jejum 

Jejum preconizado de 10 a 16h 

0 teste deve ser realizado pela manha 

0 diagnostico do diabetes pode ser perdido em ensaios realizados 
no periodo da tarde 

Dieta previa ao teste com, no minimo, 1 50 g de 
carboidratos 

Evitar resultados falso-positivos 

Dose de glicose oral 

75 g em soluqao aquosa a 25% (adultos). Tomar a dose em 
ate 5 minutos. 

1,75 g de glicose por kg de peso ate o maximo de 75 g (crianqas). 

Suspender o teste na presenqa de vomitos e diarreia 

Fatores que afetam o transito intestinal e a absorqao da dose de 
glicose 


Interferentes: 

• Exercicios extenuantes antes do teste 

• Alteragoes hormonais (TSH, GH, cortisol e catecolaminas) 

• Medicamentos: contraceptives orais, aspirina, acido nicotinico (tabagismo), diureticos a agentes hipoglicemiantes. 

Fonte: Sacks DB; et ai, 2011. 
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Tabela 5.8 Criterios para a interpreta^ao do teste oral de tolerancia a glicose segundo 

a Organiza^ao Mundial da Saude. 

Glicemia (mg/dL) dose 75-g glicose oral 

Criterios 

Jejum 

2h 

Normal 

< 100 

< 140 

Glicemia de jejum alterada 

> 110 e < 126 

< 140 

Tolerancia a glicose diminuida 

< 126 

> 140 e < 200 

Diabetes mellitus 

> 126 

> 200 


Os criterios de jejum e 2 horas devem atender a ambos os criterios. 
Fonte: SBD, 2015-2016; ADA 2017. 
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Figura 5.9 Forma^ao da hemoglobina glicada A1C. O grupo aldeido da glicose reage nao enzimaticamente com o grupo amino livre da 
hemoglobina (o residuo de valina N-terminal da cadeia (3 na HbAlC) formando uma base de Schiff, que sofre rearranjo e gera uma cetoamina 
ou produto de Amadori estavel, a hemoglobina glicada. 

Fonte: Rifai N; et ai, 2018. 


vida do eritrocito no sangue e de 120 dias, a hemoglobina 
glicada A1C captura uma media ponderada da glicemia entre 
seis e oito semanas anteriores ao ensaio (cerca de dois meses). 

Outras fragoes minoritarias provenientes da glica^ao da 
hemoglobina com carboidratos intracelulares sao conheci- 
das, como as hemoglobinas glicadas HbAla, HbAlb, mas a 
HbAlC, que contempla a ligagao com a glicose, representa 
cerca de 80% da fragao glicada da hemoglobina e aquela utili- 
zada no diagnostico laboratorial. O processo de glicagao da he¬ 
moglobina nao e constante ao longo do tempo, cerca de 50% 
da Hb glicada ocorre no primeiro mes de vida do eritrocito. 

Diferentes metodos estao disponiveis para a quantifica- 
qao da HbAlC, sendo os mais utilizados os imunoensaios e a 
cromatografia de troca ionica. 


A cromatografia utilizando resinas carregadas positivamen- 
te em sistema de HPLC (cromatografia liquida de alto desem- 
penho) e, no presente, o padrao- ouro para a quantificagao da 
HbAIC.Varios fatores afetam o ensaio de HbAlC (Tabela 5.9). 

Para a utilizagao da HbAlC no diagnostico do diabetes 
e consenso que o ensaio deva ser padronizado segundo o 
DCCT ( Diabetes Control and Complication Trial) e o labora- 
torio certificado pelo NGSP ( National Glycohemoglobin Stan- 
dartization Program ), sitio que disponibiliza as informagoes 
atualizadas sobre metodos e laboratories certificados (http:// 
www.missouri.edu/~diabetes/ngsp.html). 

A concentragao de hemoglobina glicada A1C e expressa 
em porcentagem na maioria dos laboratories clinicos. O sis¬ 
tema internacional de unidades (SI) preconiza para a HbAlC 
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Tabela 5.9 Principals interferentes na determina^ao da 
HbAlC. 


Fatores que promovem resultados reduzidos de 
HbAlC 


• Anemias hemolrticas 

• Hemoglobinopatias (exemplos HbS, HbC, entre outras) 

• Comprometimento da medula ossea 

• Deficiencias nutricionais de acido folico, vitaminas B6 
e B12 

• Hipertireoidismo 

• Queimaduras severas com perda de liquidos 

• Leucemia 

• Mieloma multiplo 

• Presenga de concentrates elevadas de vitaminas C e E 
podem inibir a glicagao 


Fatores que promovem resultados aumentados de 
HbAlC 


• Presenga de hemoglobina carbamilada (ligagao com 
ureia) em pacientes com insuficiencia renal 

• Deficiencia nutricional deferro 

• Presenga de hemoglobina acetilada em pacientes que 
recebem doses elevadas de acido acetilsalicilico 

• Condigoes que promovam o aumento do numero de 
eritrocitos ou do hematocrito. 

Fonte: SBD, 2015-2016. 


liberar o resultado em mmol/mol, sendo a conversao realiza- 
da pela equagao [(HbAlC (%) -2,15) X 10,929]. Sociedades 
internacionais tern recomendado que, de forma adicional, a 
HbAlC tambem seja reportada como glicemia media esti- 
mada, valor obtido por meio de estudos que mediram a gli¬ 
cemia media e sua relagao com a concentragao de HbAlC. 
A Tabela 5.10 mostra a relagao entre esses parametros e a 
equagao recomendada para esta conversao. 

Os diferentes ensaios laboratoriais para o diagnostico do 
diabetes nao sao iguais. Todos apresentam vantagens e des- 
vantagens, e no presente nao ha um padrao-ouro para o diag¬ 
nostico. A Tabela 5.11 sumariza as principals caracteristicas 
dos metodos diagnosticos no diabetes. 



Glicemia media esperada (mg/dL) = 28,7 X HbAlC (%) - 46,7. 
Fonte: SBD, 2015-2016. 


Tabela 5.11 

Resumo das principals vantagens e desvantagens dos testes diagnosticos no diabetes. 

Testes 

Vantagens 

Desvantagens 

Glicemia de 

• Padrao estabelecido 

• Amostra nao e estavel (glicolise) 

jejum 

• Metodo rapido simples 

• Variabilidade biologica elevada 


• Baixo custo 

• Necessario jejum (inconveniente) 


• Reprodutivel 

• Mede a homeostasia da glicose em um unico 
periodo de tempo 

TOTG 

• Padrao estabelecido 

• Amostra nao e estavel (glicolise) 


• Boa sensibilidade 

• Variabilidade biologica elevada 

• Baixa reprodutibilidade 

• Inconveniente: a glicose e impalatavel 

• Custo maior 

HbAlC 

• Conveniente (nao precisa jejum) 

• Custo elevado do teste 


• Necessaria apenas uma amostra 

• Dosagem afetada por hemoglobinopatias e 


• Reflete a glicemia de longo periodo (glicemia 

outras alteragoes hematologicas 


media) 

• Necessidade de padronizar o ensaio 


TOTG, teste oral de tolerancia a glicose com 75-g. 

Padrao estabelecido tern valores de corte definido para caracteriza<;ao do diabetes. 
Fonte: Adaptada de Sacks et oi, 2011. 
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Outros ensaios laboratoriais associados ao 
diagnostico ou monitoramento do diabetes 

Frutosamina 

A frutosamina reflete a proteina glicada do plasma. Como 
a albumina e a proteina majoritaria (> 50% do total), a fruto¬ 
samina reflete a glicemia do tempo medio da albumina, cerca 
de duas a tres semanas. O teste apresenta varias interferences 
e seu uso diagnostico esta, no presente, limitado a situates 
em que a HbAlC nao possa ser utilizada. A determinagao es- 
pecifica da albumina glicada, um ensaio novo, ainda nao esta 
disponivel aos laboratories clinicos, e tern potencial para ser 
um bom marcador para controle glicemico de curto prazo. 

1,5 anidrogiucitoi 

O 1,5 anidrogiucitoi (1,5AG) e um poliol de origem 
natural, proveniente da dieta, estruturalmente semelhante a 
glicose, que nao e metabolizado pelo organismo. O 1,5AG 
e excretado pelos rins e compete com a glicose pelos trans- 
portadores tubulares renais. Quando a concentragao de gli¬ 
cose aumenta no sangue mais 1,5AG e excretado via renal, 
reduzindo sua concentragao sanguinea. A 1,5AG e um bio- 
marcador de glicemia pos-prandial, identificando as “mares 
glicemicas”, descritas como picos de eleva^ao da glicemia, 
e associados ao aumento da severidade das complicates do 
diabetes. As concentrates de 1,5AG sericas refletem a hiper- 
glicemia pos-prandial em periodo de 24 a 48 horas. 

ATabela 5.12 mostra a relagao entre a concentragao de 
1,5AG com a HbAlC e o status do controle glicemico. 

Uso diagnostico da dosagem de insulina e 
precursores 

O hormonio insulina e sintetizado como pro-insulina, 
que na sequencia e convertido em insulina com a liberagao 
do peptidio C (peptidio de conexao) em quantidade equimo- 
lecular. As quantificagoes de insulina, pro-insulina e peptidio 
C sao empregadas para identificar a capacidade do pancreas 
em produzir insulina (reserva pancreatica de insulina). Esses 
peptidios, quantificados por metodos imunometricos, permi- 
tem confirmar o diabetes tipo 1 (ausencia de produgao de 
insulina). O peptidio C tern como vantagem sobre as outras 


determinates nao apresentar reagao cruzada com a insulina, 
portanto, diferencia-se adequadamente da fungao pancreatica 
em pacientes que recebem insulina exogena. Outra vantagem 
do peptidio C e que a molecula persiste em circulagao por 
muito mais tempo que a insulina, o que melhora a sensibili- 
dade do ensaio. 

Marcadores de agressao autoimune a celula p 

Os principais marcadores de agressao autoimune a celu¬ 
la p sao os “anticorpos anti-ilhota”, designagao genetica para 
qualquer grupo de anticorpos contra estruturas associadas as 
ilhotas de Langerhans (celulas produtoras de insulina) ou con¬ 
tra autoantigenos das celulas p secretoras de insulina. A agres¬ 
sao por autoanticorpos a celula P esta presente com elevada 
frequencia nos pacientes com diabetes tipo 1A e LADA. 

Varios autoanticorpos contra a insulina, proteinas tirosina- 
-fosfatases, enzimas (como a descarboxilase do acido glutami- 
co) e varias estruturas celulares podem ser quantificadas como 
marcadores autoimunes associados ao diabetes. Dentre esses 
marcadores, os mais utilizados estao descritos naTabela 5.13. 


Tabela 5.13 Principais marcadores de autoanticorpos 
contra ilhotas para o diagnostico do diabetes tipo 1. 


Marcadores 

Sensibilidade 

(%) 

Especificidade 

(%) 

ICA 

70-80 

> 99 

GAD65 

70-80 

97-98 

IA-2A 

60 

97-98 

IAA 

60 

95 


IAA: insulin autoantibody (autoanticorpo anti-insulina); IA-2A: isulinoma 
2 -associated autoantibody (autoanticorpo anti-antfgeno 2-associado 
ao insulinoma); ICA: islet-cell cytoplasmic autoantibody (autoanticorpo 
citoplasmatico anti-ilhota); GAD65: autoantibody against glutamic acid 
decarboxylase isoform 65 kDa (autoanticorpo anti-descarboxilase do 
acido glutamico, isoforma de 65kDa). 

Fonte: Winter WE; et ai, 2011. 

No presente, os autoanticorpos nao sao recomendados 
para o diagnostico do diabetes de rotina. Esses autoanticorpos 


Tabela 5.12 Rela^ao entre o 1,5 anidrogiucitoi a HbAlC e o controle glicemico. 

1,5 anidrogiucitoi (ag/mL) 

Controle do diabetes 

HbAlC (%) 

> 10 

Bom 

4-6 

5-10 

Moderado 

6-8 

2-5 

Ruim 

8-10 

< 2 

Descontrolado 

> 10 


Fonte: Adaptada de Van Leeuwen; et ai, 2013. 
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sao usualmente encontrados em 85% a 90% dos pacientes 
com diabetes tipo 1 . 

■ CONSIDERAgOES FINAIS 

O Diabetes mellitus e uma sindrome de multiplas facetas. 
O laboratorio clinico e a chave para o diagnostico precoce 
e para monitorar o controle glicemico, fator critico para mi- 
nimizar as complicagoes do diabetes e sua severidade. Com 
o avango do conhecimento, novos biomarcadores deverao 
identificar fatores de risco ou de protegao associados ao dia¬ 
betes com amplos beneficios aos afetados. 
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■ INTRODUgAO 

Os lipides, ou lipidios, sao substancias organicas carac- 
terizadas pela insolubilidade no meio aquoso. Os principals 
lipides sao: colesterol livre (CL), colesterol esterificado (CE), 
triglicerides ou triacilglicerol (TG), fosfolipides (FL) e acidos 
graxos livres (AGL). 

O colesterol e o precursor dos hormonios esteroides, dos 
acidos biliares, da vitamina D e tem importantes fungoes nas 
membranas celulares, influenciando na sua fluidez e no estado 
de ativagao de enzimas ligadas as membranas. Os triglicerides, 
formados a partir de tres acidos graxos ligados a uma molecula 
de glicerol, e os acidos graxos livres, sao importantes fontes de 
energia para uso imediato ou posterior armazenamento, depo- 
sitados nos tecidos adiposo e muscular. Os fosfolipides corn- 
poem a estrutura basica das membranas celulares. 

Os acidos graxos (AG) da nossa dieta podem ser classifi- 
cados como saturados, aqueles sem duplas ligagoes entre seus 
atomos de carbono, mono ou polinsaturados, de acordo com 
o numero de duplas ligagoes na sua cadeia. Os AG saturados 
mais frequentes em nossa alimentagao sao: laurico, miristico, 
palmitico e estearico, variando de 12 a 18 atomos de car¬ 
bono. O mais frequente dos AG monoinsaturados e o acido 
oleico, que contem 18 atomos de carbono. Entretanto, os AG 
polinsaturados podem ser classificados como omega-3 (eico- 
sapentaenoico, docosahexaenoico e linolenico), ou omega-6 
(linoleico) de acordo com presenga da primeira dupla ligagao, 
a partir do grupo hidroxila, entre os carbonos. 

As lipoproteinas (LP) sao macromoleculas constituidas 
de uma fragao lipidica e uma proteica, designada apolipopro- 
teina (apoLP). As LP promovem o transporte dos lipides na 
circulagao linfatica, no intersticio celular e no sangue. Porem, 
a albumina e o principal carreador dos acidos graxos livres. 

As particulas de lipoproteinas organizam-se naturalmen- 
te, contendo um nucleo hidrofobico com CE e TG e uma 
superficie hidrofilica composta de CE, FL e apoLP. As diversas 
apolipoproteinas que compoem a superficie das LP garantem 
a solubilidade, a estrutura e o direcionamento de todo o me- 
tabolismo lipoproteico. 

As lipoproteinas sao classificadas em cinco tipos, de 
acordo com a sua composigao em lipides e apolipoprotei¬ 


nas, caracterizando-se em diferentes tamanhos, composi^ao, 
densidade, carga eletrica e conformagao estrutural. Essas di- 
feren^as permitem a separagao das lipoproteinas por diversos 
procedimentos e o principio da ultracentrifuga^ao foi uti- 
lizado para a atual nomenclatura, no qual, quanto maior o 
teor lipidico menor e a densidade e, quanto maior e a fragao 
proteica, maior e a densidade. 

As caracteristicas das principals classes de lipoproteinas e 
apolipoproteinas sao descritas a seguir. 

O quilomicrom (QM) e a maior e menos densa par- 
ticula, com alto teor de triglicerides provenientes da dieta, 
alem do colesterol absorvido, este ultimo tanto pela fonte 
alimentar quanto pela sua concentragao na secre^ao biliar, 
bem como as vitaminas lipossoluveis. O teor em FL depende 
da sua sintese no enterocito e da absor^ao alimentar e biliar, 
com o auxilio de fosfolipases intestinais e pancreaticas. 

AVLDL ( very low density lipoprotein), ou lipoproteina de 
densidade muito baixa, e uma particula grande, porem menor 
que o QM, leve, e nela predomina o TG de origem hepatica. 

A IDL ( intermediate density lipoprotein), ou lipoproteina de 
densidade intermediary, tem teor lipidico intermediario en¬ 
tre aVLDL e a LDL. 

A LDL ( low density lipoprotein), ou lipoproteina de densi¬ 
dade baixa, e a principal carreadora de colesterol na circula- 
gao para suprir os tecidos perifericos com este. 

A HDL ( high density lipoprotein), ou lipoproteina de 
densidade alta, e a menor lipoproteina com maior teor em 
proteina e menor em lipides (FL e CE). Apresenta-se em 
subfragoes, com propriedades metabolicas diferentes, onde 
a pre-pHDL e a nascente ou precursora das particulas de 
HDL3 e HDL2. 

A lipoproteina (a) [Lp(a)] resulta da associa^ao covalente 
por pontes bissulfeto entre a apo B-100, da particula de LDL, 
e uma proteina de alto peso molecular, a apo (a), que apre- 
senta homologia estrutural com o plasminogenio. Essa uniao 
acontece na membrana externa do hepatocito ou no plasma, 
por mecanismo ainda nao demonstrado. A particula de Lp(a) 
nao e removida pelos receptores hepaticos de LDL. A fungao 
fisiologica da Lp(a) nao e conhecida, mas ela tem sido asso- 
ciada a formagao e a progressao da placa aterosclerotica. Sua 








Tratado de Analises Clinicas 


concentragao no soro humano e geneticamente determinada 
e sofre pouca influencia de dieta, farmacos ou estilo de vida. 

As apolipoproteinas atuam na formagao e exportagao das 
lipoproteinas das celulas, reconhecem os receptores celulares 
para a entrega dos lipides e atuam como cofatores para pro- 
teinas e enzimas envolvidas no metabolismo dos lipides, no 
plasma e nos tecidos. As apoLP que apresentam fun^oes co- 
nhecidas sao representadas pelas familias das apo A, B, C e E. 

As apo A, especialmente a apo A-I, sao as principals cons- 
tituintes das HDL, participam da remogao do colesterol das 
celulas (transporte reverso do colesterol) e possuem agoes 
anti-inflamatorias, antioxidantes, antitrombogenicas e vaso- 
dilatadoras. 

A apo B e representada pela apo B-100 e pela apo B-48. 
Sao proteinas estruturalmente importantes nas lipoprotei¬ 
nas, e encontramos apenas uma molecula de apo B-100 em 
cada particula de VLDL, IDL e LDL, e uma apo B-48 no 
QM, sendo que a determinagao plasmatica da apo B esti- 
ma o numero de particulas aterogenicas circulantes. A apo 
B e reconhecida pelos receptores B-E e no plasma humano 
mais de 95% dessas apolipoproteinas sao representadas pela 
apo B-100. Em indivlduos saudaveis, encontramos cerca de 
80 mg/dL de apo B-100 no soro, em jejum ou pos-prandial, e 
em hiperlipidemicos essa concentra^ao pode estar duplicada. 

As apo C sao importantes moduladoras da enzima lipo- 
proteina lipase (LPL), sendo que a apo C-II a estimula e a 
apo C-III a inibe. A eficiencia da a^ao da LPL, que atua na 
hidrolise doTG no Q e naVLDL, depende da concentragao 
da apo C nas lipoproteinas QM,VLDL e IDL. 

As apo E sao responsaveis por estimular a capta^ao de 
QM, VLDL e LDL e por interagir com receptores celula¬ 
res especificos, em especial no tecido hepatico, mas tambem 
no adiposo, muscular e em macrofagos. A apo E apresenta 
variagoes no seu fenotipo, devido ao polimorfismo em sua 
constituigao proteica (E-2, E-3, e E-4), o que esta associado 
com diferentes concentrates de colesterol, nas populates, 
devido a afmidade seletiva pelo receptor de LDL (B-E). Foi 
descrito, tambem, a associagao destes polimorfismos com o 
risco para a doen^a de Alzheimer. 

Metabolismo dos lipides e lipoproteinas 
Como as gorduras da dieta sao absorvidas? 

As gorduras provenientes da dieta sao absorvidas inicial- 
mente, solubilizadas por acidos biliares conjugados de sintese 
hepatica, e formam estruturas chamadas micelas. As lipases e 
colipases do suco pancreatico garantem a digestao das gordu¬ 
ras pelo acesso facilitado as micelas. 

Os acidos biliares conjugados, cerca de 95%, sao absor- 
vidos no ileo terminal por transportadores especificos desig- 
nados IBAT ( intestinal bile acid transporter) e sao transportados 
ligados com a albumina, via circulagao portal para o figado. 

O colesterol da luz intestinal e absorvido, em 50%, no 
duodeno e na porgao proximal do jejuno, passivamente. 
Aproximadamente 1 g de colesterol e cerca de 20 g a 24 g 
de acidos biliares chegam ao intestino pela bile, diariamente. 


Normalmente, a quantidade de colesterol dos alimentos per- 
faz de 0,2 a 0,3 g/dia. 

O transporte do colesterol da luz intestinal para o ente¬ 
rocito e facilitado pela proteina NPC1L1 (Niemann-Pick Cl 
like 1 protein ), localizada na membrana apical. A inibi^ao da 
proteina NPC1L1 ja e o alvo terapeutico de um farmaco, 
para reduzir a absor^ao intestinal do colesterol, no tratamento 
da hipercolesterolemia. 

Os fitoesterois da dieta competem com o colesterol na 
formagao das micelas, devido a maior afmidade, e em seguida 
competem pelo transporte mediado pela NPC1L1. 

O colesterol livre na celula da mucosa intestinal, no je¬ 
juno, e esterificado pela enzima ACAT-2 ( acyl-CoA-cholesterol 
acyl transferase-2), localizada no reticulo endoplasmatico. O 
colesterol pode ser exportado para a circulagao portal por 
meio do transportador ABCA-1 (ATP-binding cassette trans¬ 
porter A1), localizado na membrana basolateral do enterocito, 
contribuindo para a forma^ao da HDL precursora. 

O ciclo entero-hepatico da bile e do colesterol reinicia- 
-se quando estes forem excretados por transportadores hepa- 
ticos especificos, ABCG5/8 (ATP-binding cassette sub-family G 
member 5 and 8 ), para serem agregados em micelas. 

A maior parte da gordura alimentar constitui-se de TG, 
principalmente os de cadeia longa, com 16 atomos de car- 
bono ou mais, e de 5% de FL. As particulas de TG na luz 
intestinal nao atravessam a membrana do enterocito e preci- 
sam sofrer a hidrolise parcial pelas lipases gastrica, intestinal e 
pancreatica, formando mono e diacilglicerol, alem de acidos 
graxos livres. Dessa forma, sao absorvidos passivamente na vi- 
losidade intestinal (duodeno e jejuno) apos ligagao com uma 
proteina LBP (lipid binding protein) e sao re-esterificados com 
produ^ao de di e triglicerides. 

As vias do metabolismo das lipoproteinas sao complexas 
e inter-relacionadas em multiplas etapas. O processo inicia 
com a entrega dos lipides da dieta aos tecidos perifericos e fi¬ 
gado, chamada via exogena. Na sequencia, pela via endogena, 
no tecido hepatico, ocorre a uniao dos lipides da dieta e de 
sintese endogena (“de novo”), para serem encaminhados aos 
tecidos extra-hepatic os. O colesterol plasmatico e controlado 
pela via do receptor LDL nos tecidos perifericos e removido 
pelo transporte reverso na HDL, retornando ao figado para 
posterior eliminagao. 

Como os lipides da dieta chegam aos tecidos 
perifericos e figado? 

A via exogena tern como fun^ao a entrega dos lipides da 
dieta aos tecidos perifericos e ao figado. 

No enterocito, a proteina microssomal de transferencia, 
ou MTP (microssomal transfer protein), transfereTG e FL para 
dentro da cisterna e e o componente mais importante na 
regulagao, no empacotamento e na secregao da apo B-48. 

Os triglicerides sao transportados por meio da proteina 
microssomal MTP ao aparelho de Golgi, acrescidos do con- 
jugado de colesterol, FL com a apo B-48, e apo A, C e E, para 
formar a lipoproteina QM, que e liberada a linfa intestinal. 
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Os QM seguem pelo ducto toracico e atingem a cir- 
culagao sanguinea, sofrendo a agao da LPL que hidrolisa o 
TG e FL, com liberagao de monoglicerides, acidos graxos 
e lisolecitinas. O tamanho dos QM se reduz e passam a ser 
chamados de quilomicrons remanescentes (QMrem), que sao 
removidos da circula^ao, rapidamente, pelos receptores B-E, 
receptor E e receptor proteina analoga ao receptor de LDL 
(LRP), no tecido hepatico. 

Metabolismo endogeno 

A via endogena envolve a entrega dos lipides que foram re- 
cebidos da dieta e os de sintese hepatica, para serem organizados 
e empacotados no figado,para chegarem as celulas perifericas. 

Os lipides de sintese endogena no figado, principalmente 
TG, FL e colesterol, sao conjugados a molecula de apo B-100 
nascente por intermedio da proteina microssomal MTP, do 
fator 1 de ribosilagao de ADP (. ADP ribosylation fator 1 - 
ARF-1) e da fosfolipase D, permitindo a formagao da lipo- 
proteinaVLDL. O agrupamento hepatico daVLDL tambem 
vem sendo estudado como alvo terapeutico no tratamento 
da hipercolesterolemia, tanto na inibigao da sintese da apo B 
como na inibi^ao da proteina microssomal MTP. O figado li¬ 
bera aVLDL na circula^ao e, de mo do analogo ao QM, sofre 
a agao da LPL, transformando-se em IDL ou remanescentes 
de VLDL e, posteriormente, em LDL. 

Durante a hidrolise doTG, naVLDL, as apo C sao trans- 
feridas de volta para a lipoproteina HDL. As particulas de 
IDL, contendo apo E, ligam-se aos receptores hepaticos e sao 
removidas em cere a de 50%. 

Parte do material da superficie da IDL, fosfolipides, co¬ 
lesterol livre e apolipoproteinas, sao transferidos para a HDL 
ou formarao HDL “de novo” na circulagao. Os esteres de 
colesterol sao transferidos da HDL para aVLDL pela agao 
da enzima CETP ( cholesterol ester transfer protein); em troca, 
ocorre a substitui^ao de particulas deTG, no centro daVLDL 
nascente, por particulas de esteres de colesterol. Isso explica 
porque a LDL formada no final dessa cascata e rica em CE. 
A IDL restante continua sofrendo hidrolise, removendo o 
TG remanescente e transferindo as apolipoproteinas para as 
outras lipoproteinas, exceto a apo B100, que levara a forma- 
£ao das particulas de LDL circulantes. A alteragao na enzima 
CETP vem sendo testada como alvo terapeutico no trata¬ 
mento de concentrates de HDL-C baixo e na redugao do 
risco cardiovascular. 

As lipoproteinas LDL retornam no figado, ou chegam 
aos tecidos extra-hepatic os, pelos receptores de LDL, mas 
quando em excesso infiltram-se na parede dos vasos, acumu- 
lando-se e iniciando o processo de aterosclerose. 

Controle do colesterol plasmatico via receptores 
de LDL 

A lipoproteina LDL e removida do plasma pela sua liga- 
£ao no receptor de LDL ou receptor B-E. Os receptores de 
LDL sao glicoproteinas de superficie celular e desempenham 
fungao relevante na homeostase do colesterol plasmatico. 


Os receptores de LDL (B-E), descritos por Goldstein 
e Brown, sao acoplados por uma proteina adaptadora ARH 
(autossomal receptor hypercholesterolemia) a maquinaria endoci- 
tica, na regiao da cavidade revestida. Essa proteina ARH e 
essencial para o processo de endocitose da LDL e algumas 
mutates neste gene estao associadas com a elevagao do co¬ 
lesterol serico. 

Os receptores LDL presentes nas membranas plasmati- 
cas reconhecem e ligam a apo B100, da LDL. Mutates nos 
genes, do receptor LDL ou da apo B100, causam Hipercoles¬ 
terolemia Familiar (HF), uma das dislipidemias mais severas e 
mais frequentes, pela redugao na captagao da LDL do plasma. 

As particulas de LDL sao internalizadas e formam um 
endossoma, que dissocia a lipoproteina LDL do receptor 
LDL, o qual retorna a superficie da membrana para ser reuti- 
lizado pela celula. A apo B no lisossoma e degradada em pep- 
tidios e aminoacidos. Os esteres de colesterol sao hidrolisados 
e o colesterol livre esta disponivel para a sintese de mem¬ 
brana celular, hormonios esteroides nos tecidos endocrinos 
ou sintese de acidos biliares no figado. As celulas possuem a 
habilidade de regular a concentragao de colesterol intracelu- 
lar, mecanismo relevante dessa molecula quando em excesso. 
Uma quantidade elevada de colesterol livre resultara em de- 
crescimo da sintese endogena de colesterol, pela inibigao do 
HMGCoA redutase ( $-hidroxi-$-methyl-glutaril coenzimaA re- 
dutase ), aumentando a esterifica^ao do colesterol pela ACAT 
(acyl-cholesterol-acyl-transferase) e a inibigao da sintese de novos 
receptores de LDL, pela supressao da transcri^ao do gene do 
receptor LDL. 

Os mecanismos moleculares envolvidos na homeostase 
celular do colesterol foram compreendidos gramas a iden- 
tificagao do fator de transcrigao SREBP-2 (sterol regulatory 
element binding protein), ou proteina de ligagao ao elemento 
responsivo a esteroide. Essa proteina SREBP migra na forma 
complexada, do reticulo endoplasmatico para o complexo de 
Golgi e sofre duas clivagens proteoliticas por proteases, libe- 
rando um fragmento ativo. Esse fragmento de SREBP migra 
para o nucleo onde atua e estimula a transcri^ao de genes en¬ 
volvidos no metabolismo lipidico, entre eles o receptor B-E 
e a HMG-CoA redutase. Essa minuciosa regulagao permite o 
ajuste estreito na concentragao intracelular do colesterol. Na 
presenga de esteroides no meio intracelular nao ha migragao 
da SREBP para o Golgi, nao liberando a porgao ativa, ou 
fragmento ativo, da proteina. 

A mais recente descoberta no metabolismo dos lipides 
e a regulagao da quantidade de receptor de LDL nas celulas 
pela proteina PCSK9 (Proprotein Convertase Subtilisin /Kexin 
type 9), ou pro-proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9, 
uma protease que se expressa no figado, intestino e rins. A 
PCSK9 esta envolvida na regulagao da degradagao do re¬ 
ceptor LDL, no lisossomo das celulas, apos a internalizagao 
do complexo PCSK9/receptor LDL do plasma, impedindo 
que o mesmo recicle para a superficie celular, resultando em 
um menor numero de receptores de LDL nas celulas e um 
aumento de LDL no plasma. 
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Foram descritas mutagoes no gene da PCSK9 associadas 
com o ganho de fungao, onde ocorre um aumento na de- 
grada^ao do receptor, promovendo a elevagao acentuada da 
colesterolemia. Esse tipo de muta^ao esta presente em menos 
de 2% dos pacientes com diagnostico clinico para HF no 
Reino Unido. 

Mutates que promovem a perda de fungao, no gene 
da PCSK9, diminuem a degrada^ao do receptor, permitindo 
maior capta^ao da LDL e diminuindo o LDL-C no plasma. 
A variante R46L do gene PCSK9 codifica a substitute da 
arginina pela leucina na posigao 46 e esta associada com os 
niveis reduzidos de colesterol no plasma e o perfil lipidico de 
baixo risco para a Doenga Arterial Coronariana (DAC), em 
homens saudaveis do Reino Unido. 

A quantificagao da PCSK9 no plasma pode ser uma es- 
trategia simples na indicate dos individuos portadores de 
muta^ao neste gene. O ensaio, no entanto, esta disponivel 
apenas para pesquisa no presente. 

Embora as estatinas aumentem o numero de receptores 
de LDL na celula, simultaneamente elevam a concentragao 
da PCSK9 e isso justifica o porque da agao limitada dessa 
droga ao dobrar a dose no paciente, um adicional de 6% a 
mais na redugao do LDL-C. Portanto, o efeito redutor da 
estatina fica prejudicado e poderia ser maior se a PCSK9 
nao degradasse o receptor. Esse fato permitiu que a industria 
farmaceutica procurasse uma intervengao farmacologica para 
inibir a PCSK9, na forma de anticorpos monoclonais, RNA 
antissentido e peptidios mimeticos, para aumentar a eficacia 
da estatina na terapeutica da hipercolesterolemia. 

Varias companhias farmaceuticas desenvolveram os an¬ 
ticorpos anti-PCSK9 e, ate agora, tres ja foram aprovados e 
liberados: Amgen (evolocumabe), Sanofi/Regeneron (aliro- 
cumabe) e Pfizer (bococizumabe). Todos sao administrados 
por via subcutanea, uma ou duas vezes por mes, dependendo 
da concentra^ao com que se apresenta o anticorpo . Os es- 
tudos clinicos demonstraram que sao bem tolerados e pro- 
duziram acentuada redugao do LDL-C, cerca de 60% a 70%, 
quando combinados com a estatina No Brasil, ja foi liberado 
e esta sendo comercializado o anticorpo anti-PCSK9, indica- 
do para o tratamento da hipercolesterolemia grave ou no alto 
risco da doenga cardiovascular. 

Transporte reverso do colesterol pela HDL 

O transporte reverso do colesterol e a maneira pelo qual 
esta molecula, presente nos tecidos perifericos e na intima 
arterial, e removida pela lipoproteina HDL e transportada 
ao figado para a sua eliminagao na bile e excregao fecal, ou 
e levada as gonadas e a suprarrenal ou adrenal, para sintese 
hormonal. 

Essa via comega quando a HDL e secretada pelo figado 
e pelo intestino como particula nascente, na forma discoidal, 
que contem fosfolipides e apo A. 

Tambem, no processo de hidrolise das particulas ricas em 
TG, pelas LPL, surgem projegoes de componentes de super- 
ficie das LP, contendo CL, FL e apo C e A, decorrentes da 


diminuigao no volume dessas particulas. Essas proje^oes des- 
prendem-se como se fossem“dedos de luvas”, dando origem 
as pre-pHDL ou HDL nascentes, de estrutura lamelar, e sao 
otimas incorporadoras de colesterol celular. 

O colesterol livre das membranas e transferido para a 
HDL nascente pelo processo passivo, difusao aquosa, mas 
ocorre por transportador especifico chamado de ABCA1 
(. ATP-binding cassette transporter A1), que facilita a extra^ao do 
colesterol das celulas pela HDL. O receptor hepatico, SR-B1 
(.scavenger receptor class B member 1 [SRB1] or SR-BI), permi- 
te o efluxo do colesterol das varias formas de particulas de 
HDL. Uma vez que o colesterol seja entregue para a HDL, 
independente do mecanismo, imediatamente este e esterifi- 
cado pela LCAT ( lecithin-cholesterol acyl transferase ), na presen- 
ga do cofator, apo AI, no plasma. 

A medida que o colesterol livre e esterificado, as lipopro- 
teinas HDL aumentam gradativamente de tamanho, assumin- 
do formato proximo a uma esfera, sendo denominada HDL3. 
Mediante trocas de componentes lipidicos com outras lipo- 
proteinas no plasma, por intermedio da CETP, as HDL3 se 
enriquecem de TG e sao denominadas HDL2. Entretanto, 
esse processo e continuo, o que gera fragoes intermediarias 
de HDL. 

Em sintese, o sistema que entrega o colesterol ao figa¬ 
do e dividido em varias etapas que incluem: 1) remogao do 
colesterol intracelular pela HDL nascente ou pre-PHDL; 2) 
esterificagao do colesterol pela LCAT no plasma; 3) captagao 
seletiva de CE, da HDL, pelos receptores SR-BI no figa¬ 
do, gonadas e adrenais; 4) transferencia de CE da HDL, pela 
CETP, para as LP que contem apo B; 5) captagao de LP que 
contem apo B pelos receptores B-E no figado. 

Classifica<;ao das dislipidemias 

As dislipidemias sao alteragoes das concentrates dos li- 
pides no sangue, ou no plasma sanguineo, quer seja pelo au¬ 
mento ou pela diminuigao do Colesterol Total (CT), fra^oes 
do colesterol (LDL-C, HDL-C) e Triglicerides (TG). 

Nao existe um esquema perfeito ou ideal, na literatura, 
para classificar as doengas resultantes das alteragoes do meta- 
bolismo dos lipides e lipoproteinas. 

As dislipidemias podem ser classificadas, de acordo com a 
sua etiologia, em dois tipos: as de origem primaria ou genetica, 
onde ocorrem alteragoes, ou mutates, nos genes que codi- 
ficam a sequencia para uma apolipoproteina, um receptor ou 
uma enzima que participam no metabolismo das lipoproteinas. 

As principais causas das dislipidemias primarias e sua in- 
cidencia na populagao estao naTabela 6.1, adaptada de Quin- 
tao, E. e cols., 2011. 

As dislipidemias secundarias sao desencadeadas por ou¬ 
tras doengas, medicamentos ou fatores ambientais, e estao 
classificadas na Tabela 6.2, de acordo com as altera^oes dos 
lipidios sericos. 

O diagnostico da dislipidemia primaria deve ser realiza- 
do posteriormente a investigagao das causas da dislipidemia 
secundaria, estas com maior prevalencia na popula^ao. 
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Tabela6.1 Dislipidemias primarias 

e sua incidencia na populagao. 



Dislipidemia 

Causa 

Incidencia 

Manifestagao clmica 

Flipercolesterolemia familiar 

Mutagao do receptor B-E heterozigose 

homozigose 

1:500* 

1:1.000.000 


Defeito familial de apo B-100 

Mutagao em apo B-100 

1:1000 


Flipercolesterolemia poligenica 

Nao identificada 

1 %-5% 


Hiperlipidemia familial combinada 

Nao identificada 

1 %-2% 

Flipercolesterolemia 

Flipercolesterolemia 
autossomica recessiva (ARFI) 

Mutagao da proteina adaptadora do 
receptor de LDL (ARFI) 

Muito rara 


Flipercolesterolemia PCSK9 

Mutagao com ganho de fungao da PCSK9 
(proprotein convertase subtilisin Kexin 
type 9) 

Muito rara 


Hiperlipidemia familial combinada 

Nao identificada 

1 %-2% 


Hipertrigliceridemia familial 

Nao identificada 

1:300 

Hipertrigliceridemia 

Fliperquilomicronemia 

Mutagao de LPL ou de apoC-ll 

1:1.000.000 


Hiperlipidemia familial combinada 

Nao identificada 

1 %-2% 

Flipercolesterolemia 

Disbetalipoproteinemia 

Mutagao de apo E 

Muito rara 

Hipertrigliceridemia 

Abetalipoproteinemia 

Mutagao em MTP 

Muito rara 


Flipobetalipoproteinemia 

Mutagao em apo B 


Flipocolesterolemia 

Flipocolesterolemia PCSK9 

Mutagao com perda de fungao da PCSK9 

Muito rara 


Hipoalfalipoproteinemia familial 

Nao conhecida 

1:400 


Deficiencia de apo A-1 

Mutagao em gene da apoA-1 

Muito rara 


"Fish eye disease" e 

Deficiencia parcial de LCAT 

Deficiencia de LCAT 

Muito rara 

HDL-c reduzido 

Doenga de Tangier e 

Deficiencia familial de HDL 

Mutagao no gene do ABCA-1 

Muito rara 


Hiperalfalipoproteinemia 

Mutagao na CETP, superexpressao de apo 
A-lou causa desconhecida 

Muito rara 

HDL-c elevado 


* 1:200 a 1:250, sugestao de estudos geneticos recentes. 
Fonte: Adaptada de Quintao, Nakandakare e Passarelli, 2011. 


A classificagao laboratorial das dislipidemias, considerada 
naV Diretriz Brasileira de Dislipidemias e na Atualizagao da 
Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengao da Ateros- 
clerose/2017, e dividida em quatro tipos: 1) Hipercolestero- 
lemia isolada (LDL-C >160 mg/dL);2) Hipertrigliceridemia 
isolada (TG > 150 mg/dL ou > 175 mg/dL, se a amostra 
for obtida sem jejum); 3) Hiperlipidemia mista (LDL-C > 
160 mg/dL eTG > 150 mg/dL ou > 175 mg/dL, se a amos¬ 
tra for obtida sem jejum). Se TG > 400 mg/dL, o calculo 
do LDL-C pela formula de Friedewald e inadequado, de- 


vendo-se, entao, considerar a hiperlipidemia mista quando o 
nao HDL-C >190 mg/dL; 4) Hipolipidemia por redugao 
do HDL-C (homens < 40 mg/dL e mulheres < 50 mg/dL) 
isolada ou em associagao ao aumento de LDL-C ou deTG. 

A classificagao proposta por Fredrickson teve por base a 
separagao eletroforetica e/ou por ultracentrifugagao das fra- 
goes de lipoproteinas combinada com o aspecto do soro ou 
plasma, em repouso na geladeira, durante a noite. Foi am- 
plamente empregada e permitiu correlacionar sindromes de 
doengas clinicas, muitas das quais de origem hereditaria, a 
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Fonte: Adaptada de Quintao, Nakandakare e Passarelli, 2011. 


uma avaliagao laboratorial. A classificagao de Fredrickson nao 
quantifica proteina e nem avalia o HDL-C, por isso nao esta 
sendo mais empregada, embora a nomenclatura para algumas 
sindromes tenha permanecido.Tambem, esta classificagao nao 
diferencia as hiperlipidemias primarias das secundarias. 


NaTabela 6.3 estao descritos os principals achados labo- 
ratoriais no soro de pacientes de acordo com a classificagao 
em fenotipos de Fredrickson. 


Tabela 6.3 Caracterizagao do soro lipemico pela classificagao de Fredrickson. 

Classificagao de 
Fredrickson 

CT (mg/dL) 

TG 

(mg/dL) 

Aparencia do soro mantido em repouso de 12 horas 
(colhido em jejum) 

Normal 

< 200 

< 150 

Limpido 

1 

< 260 

< 1.000 

Anel cremoso no sobrenadante; infranadante limpido 

1 la 

> 300 

< 150 

Limpido 

lib 

> 300 

150-300 

Levemente turvo 

III 

350-500 

350-500 

Turvo, com anel cremoso tenue, quase imperceptivel 

IV 

< 260 

200-600 

Turvo a leitoso 

V 

> 300 

> 1.000 

Leitoso com anel cremoso no sobrenadante; infranadante turvo 


Fonte: Adaptada de Quintao, Nakandakare e Passarelli, 2011. 
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Diretrizes e diagnostico laboratorial das 
dislipidemias 

As Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias (III, IV, V 
e a Atualizagao/2017), documentos emitidos pela Socieda- 
de Brasileira de Cardiologia em 2001, 2007, 2013 e 2017, 
estabeleceram criterios para orientar o desempenho do la- 
boratorio na dosagem do perfil lipidico (CT, TG, LDL-C e 
HDL-C),proporcionando confiabilidade para estimar o risco 
para a Doenga Arterial Coronariana (DAC). Participaram al- 
guns representantes da Sociedade Brasileira de Analises Clini- 
cas (SBAC) e da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e 
Medicina Laboratorial (SBPC/ML), que orientaram sobre o 
preparo do paciente para realizar o exame do perfil lipidico e 
as possiveis interferencias nos resultados laboratoriais. 

Varias alteragoes foram indicadas em 2013, naV Diretriz 
Brasileira de Dislipidemias, e o jejum foi dispensado para a 
analise de CT, HDL-C, Apo B e Apo A-I e foram mantidas 
12h de jejum para o TG e LDL-C calculado. Foi referenda- 
do o uso do parametro colesterol nao HDL (nao -HDL-C), 
com a fmalidade de estimar a quantificagao de lipoproteinas 
aterogenicas circulantes no plasma em individuos com hi- 
pertrigliceridemia. O colesterol nao HDL representa a fraqao 
do colesterol nas outras lipoproteinas, exceto da HDL, e e 
estimado subtraindo-se o valor do HDL-C do CT, portanto, 
colesterol nao HDL = CT- HDL-C. 

Varios artigos cientificos anteciparam a recomendaqao 
para liberar o jejum nos laboratories clinicos e serviram de 
base para as Diretrizes Europeias da Federagao Europeia de 


Quimica Clinica e Medicina Laboratorial e da Sociedade 
Europeia de Aterosclerose, em 2016. Essa Diretriz analisou 
diversos estudos realizados por pesquisadores da Universida- 
de de Copenhague, envolvendo 300.000 pacientes de paises 
como Canada, Estados Unidos e Dinamarca. Ficou confir- 
mado nao haver alteraqoes significativas para o exame do per- 
fil lipidico entre os grupos de pacientes com jejum quando 
comparados com os pacientes sem jejum previo, em adultos, 
crianqas e adolescentes.Varias evidencias cientificas demons- 
traram que a coleta de sangue para medir o perfil lipidico de- 
pois de uma refeiqao e mais adequada para refletir a situagao 
metabolica habitual do paciente. 

Em outubro de 2016, um grupo de especialistas brasi- 
leiros em dislipidemias referendou a flexibilizaqao do tem¬ 
po de jejum para o perfil lipidico e divulgou o documento 
“Consenso Brasileiro para a Normatizaqao da Determinaqao 
Laboratorial do Perfil Lipidico”, com o apoio das cinco (5) 
Sociedades Brasileiras: de Cardiologia (SBC), de Analises Cli- 
nicas (SBAC), de Patologia Clinica (SBPC/ML), de Endocri- 
nologia e Metabologia (SBEM) e de Diabetes (SBD); 

Complementando, foi publicado na revista da SBC, Ar- 
quivos Brasileiros de Cardiologia, o artigo “Posicionamento 
sobre a Flexibilizaqao do Jejum para o Perfil Lipidico”, com a 
divulgaqao das novas normas de coleta de amostra e os novos 
valores referenciais e de alvo terapeutico, conforme avaliaqao 
de risco cardiovascular estimado pelo medico solicitante do 
perfil lipidico, para adultos > 20 anos na Tabela 6.4. Os va¬ 
lores referenciais desejaveis do perfil lipidico para crianqas e 
adolescentes estao na Tabela 6.5. 


Tabela 6.4. Valores referenciais e de alvo terapeutico conforme avalia^ao de risco cardiovascular estimado pelo medico 
solicitante do perfil lipidico para adultos >20 anos. 


Lipides 

Com jejum (mg/dL) 

Sem jejum (mg/dL) 

Categoria referencial 

Colesterol total* 

< 190 

< 190 

Desejavel 

HDL-C 

> 40 

> 40 

Desejavel 

Triglicerides** 

< 150 

< 175 

Desejavel 

Categoria de risco 

LDL-C 

< 130 

< 130 

Baixo 


< 100 

< 100 

Intermediario 


< 70 

< 70 

Alto 


< 50 

< 50 

Muito alto 

Nao HDL-C 

< 160 

< 160 

Baixo 


< 130 

< 130 

Intermediario 


< 100 

< 100 

Alto 


< 80 

< 80 

Muito alto 


* CT> 310 mg/dL considerar a probabilidade de hipercolesterolemia familiar. 

**Quando os niveis de triglicerides estiverem acima de 440 mg/dL (sem jejum) o medico solicitante fara outra prescriqao para a avaliaqao de TG com 
jejum de 12h e sera considerado um novo exame de triglicerides pelo laboratories clfnico. 

Fonte: Adaptada do Posicionamento sobre a Flexibilizaqao do Jejum para o Perfil Lipidico. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, 2017. 
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Tabela 6.5 Valores referenciais desejaveis do perfil lipidico para crian^as e adolescentes. 

Lipides 

Com jejum (mg/dL) 

Sem jejum (mg/dL) 

Colesterol total* 

< 170 

< 170 

HDL-C 

> 45 

> 45 

Triglicerides (0-9a) ** 

< 75 

< 85 

Triglicerides (10-19a) ** 

< 90 

< 100 

LDL-C 

< 110 

< 110 


* CT > 230 mg/dL considerar a probabilidade de hipercolesterolemia familiar. 

**Quando os niveis de triglicerides estiverem acima de 440 mg/dL (sem jejum) o medico solicitante fara outra prescriqao para a avaliaqao de TG com jejum 
de 12h e sera considerado urn novo exame de triglicerides pelo laboratorio clinico. 

Fonte: Adaptada do Posicionamento sobre a Flexibilizaqao do Jejum para o Perfil Lipidico. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, 2017. 


Avalia^ao laboratorial do perfil lipfdico 
Coleta da amostra 

A amostra para a dosagem do perfil lipidico completo 
pode ser colhida sem jejum, mantendo-se o estado metaboli- 
co estavel e a dieta habitual do paciente. 

No inicio de 2017, os laboratories incluiram a flexibi- 
lizagao do tempo de jejum para o perfil lipidico, adequando 
os seus procedimentos e informando no laudo as diferentes 
situaqoes de jejum, respeitando a orientaqao do medico so¬ 
licitante. 

A avaliagao do resultado do perfil lipidico pelo medico 
ocorre de acordo com a indicagao do exame, o estado meta- 
bolico e a estratificagao de risco do paciente. 

Os valores referenciais de CT, HDL-C, nao HDL-C nao 
se alteram no estado pos-prandial, exceto para os triglicerides. 
Essa confirmagao pode ser observada nas Tabelas 6.3 e 6.4, 
que mostra os valores referenciais com e sem jejum. 

Na coleta de amostra sem jejum os triglicerides sofrem 
pequenas alteragoes em individuos normais, considerando 
uma refeiqao usual sem sobrecarga em gordura, e o valor de- 
sejavel e inferior a 175 mg/dL. Teremos grandes alteragoes 
quando existe comprometimento de alguns orgaos ou ha al- 
teraqoes geneticas no metabolismo dos triglicerides. 

Nos pacientes em que ha retardo no metabolismo das 
lipoproteinas ricas em triglicerides, chamadas remanescentes, 
estas ficam por mais tempo em circulagao e sao mais ateroge- 
nicas, as quais podem ser percebidas a partir dos resultados de 
TG elevados, representando mais eficazmente seu potencial 
impacto no risco cardiovascular. 

Em situagoes em que o paciente coletar a amostra sem 
jejum e estiver com os niveis triglicerides > 440 mg/dL ou 
em recuperagao de hipertrigliceridemia severa, e recomenda- 
do ao medico solicitante a prescrigao de uma nova avaliagao 
deTG com jejum de 12h e sera considerado um novo exame 
deTG pelo laboratorio clinico. 

As justificativas para liberar o jejum na determinaqao do 
perfil lipidico sao varias e a principal e evitar hipoglicemias 


secundarias ao jejum prolongado em pacientes idosos, diabe- 
ticos e criangas. 

A coleta de amostra sem jejum para o perfil lipidico via- 
biliza o acesso dos pacientes ao laboratorio, evitando perda 
de horas de trabalho, abandono de consultas medicas por falta 
de exames e maior acesso a avaliagao do risco cardiovascular. 

No documento de Posicionamento foram indicadas as 
recomendagoes para o atendimento do paciente no laborato¬ 
rio clinico, o modelo do laudo laboratorial e a dosagem di- 
reta ou uso de formulas para estimar o LDL-C. Foi sugerida, 
tambem, a inclusao de uma observagao nos laudos laborato- 
riais quando encontrados valores de CT >310 mg/dL (para 
adultos) ou CT > 230 mg/dL (entre os 2 e os 19 anos), que 
podem ser indicatives de Hipercolesterolemia Familiar (HF) 
se excluidas as dislipidemias secundarias. 

A principal fmalidade do documento integrado das so- 
ciedades foi a de padronizar condutas clinicas e laboratoriais, 
em todo territorio nacional, para que se obtenha uniformida- 
de no tratamento das dislipidemias, contribuindo para que os 
medicos e os laboratories clinicos tenham seguranga em suas 
tomadas de decisoes, com o respaldo de evidencias cientificas. 

Fase analitica 

A metodologia mais utilizada para a determinagao de co- 
lesterol total, HDL-colesterol e dos triglicerides e a enzimati- 
ca colorimetrica. Os diversos kits comerciais disponiveis para 
a analise de CT eTG apresentam boa correlaqao e um baixo 
coeficiente de variagao entre eles, permitindo a comparagao 
dos resultados de diferentes laboratorios, em uma mesma 
amostra. Na dosagem do HDL-C pode-se encontrar varia- 
qoes de ate 15% entre os metodos disponiveis. Estes meto- 
dos constituem a melhor opgao, por apresentarem muito boa 
sensibilidade e especificidade, simplicidade operacional, baixo 
custo e possibilidade de automagao em laboratorios clinicos. 

A avaliagao do LDL-C pode ser realizada por metodo 
direto ou estimada por formulas. A metodologia de dosagem 
direta do LDL-C por ensaios colorimetricos ainda apresenta 
grande variagao entre os metodos disponiveis no mercado. 
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Esta variagao pode chegar a 30% e nao e muito bem entendi- 
da na literatura, mas provavelmente isso se deve as diferentes 
especificidades de cada ensaio, podendo ser fator limitante 
para a utilizagao ampla da dosagem direta na pratica clinica. 

O calculo do LDL-C pela formula de Friedewald e su- 
bestimado quando o TG esta elevado, e deixa-se de tratar o 
paciente pela interferencia doTG. Na formula original se uti- 
liza o fator 5 para dividir oTG que corresponde aoVLDL-C. 
Na lipoproteina VLDL, a medida que aumenta a concentra- 
£ao deTG reduz o percentual de colesterol e induz a erro no 
calculo doVLDL-C. 

Um estudo com 1.350.908 criangas, adolescentes e 
adultos sugere a formula de Martin, que utilizou como re¬ 


ferenda a ultracentrifugagao e, por meio de calculos esta- 
tisticos, defmiu diferentes divisores para o valor deTG, que 
permitem estimar com maior fidedignidade os valores de 
VLDL-C. Para obter estes divisores depende-se da concen- 
tragao do nao HDL-colesterol e da concentragao doTG da 
amostra do paciente (Tabela 6.6). Com este novo divisor 
(n), aplica-se a formula: LDL-C = CT - HDL-C -TG/n, 
onde n varia de 3,1 a 11,9. Isso significa que podemos cal- 
cular o LDL-C com valores deTG na amplitude de 7 mg/ 
dL a 13.975 mg/dL com seus respectivos fatores. A formula 
de Martin traz um beneficio importante nas situates em 
que as limitagoes da formula de Friedewald estao presentes, 
como a falta de jejum e com valores de TG > 400 mg/ 


Tabela 6.6 Valores utilizados para o calculo do VLDL-C e posterior calculo do LDL-C. 


Nao HDL-C (mg/dL) 


| Triglicerides (mg/dL) 

< 100 

100-129 

130-159 

160-189 

190-219 

> 220 

7-49 

3,5 

3,4 

3,3 

3,3 

3,2 

3,1 

50-56 

4,0 

3,9 

3,7 

3,6 

3,6 

3,4 

57-61 

4,3 

4,1 

4,0 

3,9 

3,8 

3,6 

62-66 

4,5 

4,3 

4,1 

4,0 

3,9 

3,9 

67-71 

4,7 

4,4 

4,3 

4,2 

4,1 

3,9 

72-75 

4,8 

4,6 

4,4 

4,2 

4,2 

4,1 

76-79 

4,9 

4,6 

4,5 

4,3 

4,3 

4,2 

80-83 

5,0 

4,8 

4,6 

4,4 

4,3 

4,2 

84-87 

5,1 

4,8 

4,6 

4,5 

4,3 

4,3 

88-92 

5,2 

4,9 

4,7 

4,6 

4,4 

4,3 

93-96 

5,3 

5,0 

4,8 

4,7 

4,5 

4,4 

97-100 

5,4 

5,1 

4,8 

4,7 

4,5 

4,3 

101-105 

5,5 

5,2 

5,0 

4,7 

4,6 

4,5 

106-110 

5,6 

5,3 

5,0 

4,8 

4,6 

4,5 

111-115 

5,7 

5,4 

5,1 

4,9 

4,7 

4,5 

116-120 

5,8 

5,5 

5,2 

5,0 

4,8 

4,6 

121-126 

6,0 

5,5 

5,3 

5,0 

4,8 

4,6 

127-132 

6,1 

5,7 

5,3 

5,1 

4,9 

4,7 

133-138 

6,2 

5,8 

5,4 

5,2 

5,0 

4,7 

139-146 

6,3 

5,9 

5,6 

5,3 

5,0 

4,8 

147-154 

6,5 

6,0 

5,7 

5,4 

5,1 

4,8 

155-163 

6,7 

6,2 

5,8 

5,4 

5,2 

4,9 

164-173 

6,8 

6,3 

5,9 

5,5 

5,3 

5,0 

174-185 

7,0 

6,5 

6,0 

5,7 

5,4 

5,1 

186-201 

7,3 

6,7 

6,2 

5,8 

5,5 

5,2 

202-220 

7,6 

6,9 

6,4 

6,0 

5,6 

5,3 

221-247 

8,0 

7,2 

6,6 

6,2 

5,9 

5,4 

248-292 

8,5 

7,6 

7,0 

6,5 

6,1 

5,6 

293-399 

9,5 

8,3 

7,5 

7,0 

6,5 

5,9 

400-13.975 

11,9 

10,0 

8,8 

8,1 

7,5 

6,7 


Fonte: Adaptada Martin e colaboradores. JAMA. 2013; 310(19): 2061-681. 
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dL para estimar o LDL-C, na ausencia de reagentes para a 
dosagem direta. 

A inclusao do calculo do nao HDL-C junto aos demais 
resultados do perfil lipidico para adultos, mesmo sem jejum, 
e importante pois os niveis de triglicerides nao interferem 
neste calculo e ele permite a estimagao do LDL-C com a 
formula de Martin. 

Existem varios artigos na literatura questionando as limi- 
tagoes e a confiabilidade na utilizagao da formula de Friede- 
wald para o calculo do LDL-C. A mais recente, uma carta ao 
editor, de especialistas brasileiros, argumenta a necessidade da 
substituigao pela formula de Martin para o LDL-C, melhor 
estimando os niveis de colesterol na lipoproteina LDL no 
sangue, sem a influencia dos niveis de triglicerides. 

Deve-se tambem avaliar a consistencia entre as metodo- 
logias utilizadas e a existencia de certificagao do laboratorio 
de analises clinicas que realizou a dosagem. Garantindo-se es¬ 
ses cuidados, se ainda assim persistir a variagao alem da espe- 
rada, o paciente com diagnostico presuntivo de Dislipidemia 
devera ser encaminhado a um servigo especializado para in- 
vestigagao complementar, confirmagao diagnostica, interven- 
£ao terapeutica especifica e agao de atengao multiprofissional. 

Perfil lipidico em Teste Laboratorial Remoto 

Os equipamentos disponiveis na plataforma TLR (Teste 
Laboratorial Remoto) ou POCT ( Point-of-CareTesting ) per- 
mitem reduzir o tempo de obtengao do resultado de um ana- 
lito, oferecendo agilidade e o inicio precoce do tratamento 
clinic o. 

No Brasil, estao disponiveis alguns analisadores de TLR 
para os lipides, possibilitando a utilizagao desses exames de 
acordo com as orientagoes das diretrizes nacionais. Podem 
quantificar um lipidio isoladamente, em conjunto com ou- 
tros analitos ou o perfil lipidico completo. Esses analisadores 
portateis possibilitam avaliar o perfil lipidico em uma unica 
tira reagente, utilizando sangue total de pungao capilar, e o 
resultado e obtido em poucos minutos. 

Na tira reativa do perfil lipidico sao quantificados di- 
retamente o CT, TG e HDL-C; o LDL-C e calculado pela 
equagao de Friedewald, quando oTG < 400 mg/dL. Os va- 
lores obtidos permitem estimar o colesterol nao HDL e ge- 
ralmente a coleta e realizada em situagao pos-prandial, sendo 
importante quando o LDL-C nao pode ser calculado e por- 
que agrega a avaliagao de risco para DVC. 

Performance do perfil lipidico em TLR 

O desempenho do sistema TRL e considerado aceita- 
vel se o coeficiente de variagao (CV) estiver nos valores de 
± 10% (CT), ± 12% (HDL-C) e ± 15% TG. Embora a me- 
todologia da rea^ao quimica tenha o mesmo principio nas 
tiras reativas, usadas nos diversos equipamentos, e importante 
seguir as orientagoes do fabricante quanto ao tipo e a quan- 
tidade da amostra. 

No sistema POCT, para o perfil lipidico, a amplitude 
de medigao e diferente daquela obtida nos equipamentos de 


laboratories, mas e util para rastrear as alteragoes dos lipides. 
Portanto, e indicada uma analise posterior em um laboratorio 
clinico, para o diagnostico defmitivo e o inicio do tratamento 
clinico antecipado 

Em geral, os dispositivos POCT podem ter maior varia- 
bilidade em relagao aos equipamentos encontrados nos labo¬ 
ratories clinicos. Essas diferengas analiticas podem ser devido 
a uma combinagao de variagoes ambientais como tempera- 
tura, umidade, o uso de uma amostra de sangue total e o 
treinamento de operadores individuals. 

Alguns estudos cientificos registraram a performance e 
a valida^ao dos equipamentos POCT para a metodologia de 
analise do perfil lipidico. 

A correlagao clinica entre o sistema POCT (Cardio- 
Chek® PA) e o laboratorio clinico de referenda do Hospital 
da Universidade Federal de Sao Paulo, Escola Paulista de Me- 
dicina (Unifesp/EPM), foi realizada com a coleta simultanea 
de amostras de sangue venoso e pungao digital, em 516 pa- 
cientes com jejum de 12h. Ficou confirmado que a perfor¬ 
mance analitica desse equipamento de TLR e adequada para 
a utilizagao em programas de triagem populacional e como 
atendimento em servigos de saude, proporcionando resulta¬ 
dos rapidos e confiaveis. 

Em dislipidemias, o TLR tern demonstrado ser eficaz 
em triagem populacional, principalmente para identificar um 
portador da HF e pesquisar seus familiares, prevenindo a for- 
magao da aterosclerose precoce e as suas consequencias: DCV 
e AVC (AcidenteVascular Cerebral). 

■ REFERENCES CONSULTADAS 

1. Quintao E, Nakandakare ER, Passarelli M. Lipides: do metabo- 
lismo a aterosclerose. T ed. Sarvier, Sao Paulo, 2011. 

2. Remaley AT, Rifai N, Warnick GR. Lipids, Lipoproteins, and 
Apolipoproteins. IN:Tietz textbook of clinical chemistry. 5 a ed. 
Saunders: Philadelphia. 2012; 731-805. 

3. Henry JB. Diagnosticos clinicos e tratamento por metodos la- 
boratoriais. 20 a ed. Barueri, SP: Manole, 2008. 

4. Koschinsky ML, Marcovina C. Structure-function relationships 
is apolipoproteina (a): insights into lipoprotein (a) an assembly 
and pathogenicity. Curr Opin Lipidol. 2004; 15:167-74. 

5. Rohrer L, Hersberger M,Von Eckardstein A. High density lipo¬ 
proteins in the intersection of diabetes mellitus, inflammation 
and cardiovascular disease. Curr Opin Lipidol. 2004; 15:269-78,. 

6. Otokozawa S, Ai M, Diffenderfer MR, Asztalos BF, Tanaka A, 
Lamon-Fava S, Schaefer EJ. Fasting and postprandial apolipo- 
protein B-48 levels in healthy, obese, and hyperlipidemic sub¬ 
jects. Metabolism. 2009; 58(ll):1536-42. 

7. Wang DQ. Regulation of intestinal cholesterol absorption. 
Annu Rev Physyol. 2007; 69:221-48. 

8. Davis HR, Altmann SW. Niemann-Pick Cl like 1 (NPC1L1) 
an intestinal sterol transporter. Biochim Biphys Acta. 2009; 1971 
(7):679-83. 

9. Niot I, Poirier H,Tran TT, Besnard P. Intestinal absorption of 
long-chain fatty acids: evidence and uncertainties. Prog Lipid 
Res. 2009; 48 (2):101-15. 

10. Mansbach CM, Siddiqi SA. The biogenesis of chylomicrons. 
Annu Rev Physiol. 2010; 72:315-33. 


78 


Parte 3 



Dislipidemias 


11. Raal FJ, Santos RD, Blom DJ, Marais AD, Charng MJ, Cromwell 
WC, et al. Mipomersen, an apolipoprotein B synthesis inhibi¬ 
tor, for lowering of LDL cholesterol concentrations in patients 
with homozygous familial hypercholesterolaemia: a randomi¬ 
sed, double-blind, placebo-controlled trial. Lancet. 2010; 375 
(9719):998-1006. 

12. Cuchel M, Bloedon LT, Szapary PO, Kolansky DM, Wolfe ML, 
Sarkis A, et al. Inhibition of microsomal triglyceride transfer 
protein in familial hypercholesterolemia. N Engl J Medicine. 
2007; 356 (2):148-56. 

13. Tall AR. CETP inhibitors to increase HDL cholesterol levels. N 
Engl J Medicine. 2007; 356 (13):1364-6. 

14. Brown MS, Goldstein Jl. Receptor mediated control of choles¬ 
terol metabolism. Science. 1976; 191:150-7. 

15. Lehtonen S, Shah M, Nielsen R, Lino R, Ryan JJ, Zhou H, Far- 
quhar MG. The endocytic adaptor protein ARH associates with 
motor and centrosomal proteins and is involved in centrosome 
assembly and cytokinesis. Mol Biol Cell. 2008; 19 (7):2949-61. 

16. Goldstein JL, Rawson RB, Borwn MS. Mutant mammalian cells 
as tools to delineate the sterol regulatory element-binding pro¬ 
tein pathway for feedback regulation of lipids synthesis. Arch 
Biochem Biophys. 2002; 397 (2): 139-48. 

17. Horton JD, Goldstein JL, Brown MS. SREBPs: activators of 
complete program of cholesterol and fatty acid synthesis in the 
liver. J Clin Invest. 2002; 109:1125-31. 

18. McPherson R, Gauthier A. Molecular regulation of SREBP 
function: the Insig-SCAP connection and isoform-specific mo¬ 
dulation of lipid synthesis. Biochem Biol. 2004; 82 (1):201—11. 

19. Anderson RG, Goldstein J, Brown M. From cholesterol homeo¬ 
stasis to new paradigms in membrane biology. Trends in Cell 
Biol. 2003; 13 (10):534-9. 

20. Horton JD, Cohen JC, Hobbs HH. Molecular biology of 
PCSK9: its role in LDL metabolism. Trends Biochem Sci 2007; 
32(2) :71-7. 

21. Lambert G, Charlton F, Rye KA, Piper DE. Molecular basis of 
PCSK9 function. Atherosclerosis. 2009; 203(1): 1-7. 

22. Grefhorst A, McNutt MC, Lagace TA, Horton JD. Plasma 
PCSK9 preferentially reduces liver LDL receptor in mice. J. 
Lipid Res. 2008; 49 (6): 1303-11. 

23. Humphries SE,Whittall ILA, Hubbart CS, et al. Genetic causes 
of familial hypercholesterolaemia in patients in the UK: relation 
to plasma lipid levels and coronary heart disease risk. J. Med. 
Genet. 2006; 43 (12):943-9. 

24. Scartezini M, Hubbart C,Whittall Ra, et al. The PCSK9 gene 
R46L variant is associated with lower plasma lipid levels and 
cardiovascular risk in UK healthy men and FH Patients. Clinical 
Science. 2007; 113, 435 - 41. 

25. Humphries SE, Neely RDG,Whittall ILA,Troutt JS, Konrad RJ, 
Scartezini M,Wi KW, Cooper JA, Achayara J, Neils A. Healthy 
individuals carrying the PCSK9p.R46L variant and Familial 
Hypercholesterolaemia patients carring PCSK9p.D374Y ex¬ 
hibit lower plasma concentrations of PCSK9. Clin Chem. 2009; 
55 (12):2153-61. 

26. Careskey HE, Davis ILA, Alborn WE, Troutt JS, Cao G, Kon¬ 
rad RJ. Atorvastatin increases human serum levels of proprotein 
subtilisin/kekin type 9. J Lipid Res. 2008; 49 (2):394-8. 

27. Stein EA, Mellis S,Yancopoulos GD, Stahl N, Logan D, Smith 
WB, Lisbon E, Gutierrez M,Webb C,Wu R, DuY, Kranz T, 
Gasparino E, Swergold GD. Effect of a Monoclonal Antibody 
to PCSK9 on LDL Cholesterol. N Engl J Med. 2012; 366:1108- 
18. 


28. McKenney JM, Koren MJ, Kereiakes DJ, Hanotin C, Ferrand 
AC, Stein EA. Safety and Efficacy of a Monoclonal Antibody to 
Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin Type 9 Serine Protease, 
SAR236553/REGN727, in Patients with Primary Hypercho¬ 
lesterolemia Receiving Ongoing Stable Atorvastatin Therapy. J 
Am College of Cardiol. 2012; (59):25. 

29. Santos RD, Mata P, Stoll M. Hipercolesterolemia Familiar. Sao 
Paulo. Conectfarma Publica^oes Cientificas, 2015. 

30. Gencer B, Lambert G, Mach F. PCSK9 Inhibitors. Swiss Med 
Wkly. 2015; 145:wl4094. 

31. Raal F J, Stein EA, Dufour R, Turner T, Civeira F, Burgess L, 
Langslet G, Scott R, Olsson AG, Sullivan D, Hovingh GK, Cariou 
B, Gouni-Berthold I, Somaratne R, Bridges I, Scott R, Wasser- 
man SM, Gaudet D. RUTHERFORD-2 Investigators. PCSK9 
inhibition with evolocumab (AMG 145) in heterozygous fami¬ 
lial hypercholesterolaemia (RUTHERFORD-2): a randomised, 
double-blind,placebo-controlled trial. Lancet. 2015; 385:331- 40. 

32. James L, Batty J, Neely RD, KunadianV. PCSK9 inhibitors in 
the prevention of cardiovascular disease. J Thromb Thromboly¬ 
sis Apr 19. [Epub ahead of print] DOI: 10.1007/sll239-016- 
1364-1,2016. 

33. Benn M, Watts GF, Tybjaerg-Hansen A, et al. Familial hyper¬ 
cholesterolemia in the Danish general population: prevalence, 
coronary artery disease, and cholesterol-lowering medication. J 
Clin Endocrinol Metab. 2012; 97 (ll):3956-64. 

34. Sjouke B, Kusters DM, et al. Homozygous autosomal dominant 
hypercholesterolaemia in the Netherlands: prevalence, geno¬ 
type-phenotype relationship, and clinical outcome. Eur Heart J. 
2015; 36 (9):560-5. 

35. V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Preven^ao da Ateroscle- 
rose. Arquivos Brasileiros de Cardiologia. 2013; 101 (l):l-22. 

36. Ill Diretrizes Brasileiras em Dislipidemias e Diretriz de Preven- 
£ao da Aterosclerose. Arquivos Brasileiros de Cardiologia. 2001; 
(77): suplemento III. 

37. IV Diretriz Brasileira sob re Dislipidemias e Preven^ao da Ate¬ 
rosclerose. Arquivos Brasileiros de Cardiologia. 2007; (88): Su¬ 
plemento I,. 

38. Nordestgaard BG, Chapman MJ, Humphries SE, et al. Fami¬ 
lial hypercholesterolaemia is underdiagnosed and undertreated 
in the general population: guidance for clinicians to prevent 
coronary heart disease: Consensus Statement of the Europe¬ 
an Atherosclerosis Society. European Heart Journal. 2013; 34 
(45):3478-90. 

39. Howdieshell TR, Bhalla N, DiPiro JT, Kuske T, Baisden R. 
Effects of free glycerol contained in intravenous fat emulsion on 
plasma triglyceride determination. JPEN - J Parenter Enteral 
Nutr. 1995; 19 (2):125-6. 

40. Goussault Y, Turpin E, Neel D, Dreux C, Chanu B, Bakir R, 
Rouffy J. Pseudohypertriglyceridemia caused by hyperglycero- 
lemia due to congenital enzyme deficiency. Clin Chim Acta. 
1982; 123 (3):269-74. 

41. Warnick GR, Myers GL, Cooper GR, Rifai N. Impact of the 
third cholesterol report from the adult treatment panel of the 
national cholesterol education program on the clinical labora¬ 
tory. Clin Chem. 2002; 48 (1): 11-17. 

42. Friedewald WT, Levy RI, Fredrickson DS. Estimation of the 
concentration of low-density lipoprotein cholesterol in plas¬ 
ma, without use of the preparative ultracentrifuge. Clin Chem. 
1972; 18:499-502. 

43. Langsted A, Freiberg JJ, Nordestgaard BG. Fasting and nonfas¬ 
ting lipid levels: influence of normal food intake on lipids, li- 


capitulo 6 


79 



Tratado de Analises Clinicas 


poproteins, apolipoproteins, and cardiovascular risk prediction. 
Circulation 2008; 118: 2047-56. 

44. Nordestgaard BG, Benn M, Schnohr P, et al. Nonfasting tri¬ 
glycerides and risk of myocardial infarction, ischemic heart di¬ 
sease, and death in men and women. JAMA 2007; 298:299-308. 

45. Langsted A, Nordestgaard BG. Nonfasting Lipids Profiles: The 
way of the future. Clinical Chemistry. 2015; 61 (9): 1123-25. 

46. Price CP, Stjohn A. Point-of-care testing. IN: Burtis CA; Ash- 
wood ER; Bruns DE. Tietz Textbook of Clinical Chemistry 
and Molecular Diagnosis. 5 ed. Saunders: Philadelphia, 2011; 
(20):487-505. 

47. Diretriz para Gestao e Garantia da Qualidade de Testes Labo- 
ratoriais Remotos (TLR) da Sociedade Brasileira de Patologia 
Clinica e Medicina Laboratorial (SBPC/ML), 2 a ed.Barueri, SP: 
Minha Editora. 2016; 534. 

48. Nichols JH. Risk management for point-of-care testing. J Int 
Fed Clin Chem. 2014; 25: 24-25. 

49. Matteucci E, Della Bartola L, Rossi L, Pellegrini G, Giampietro 
O. Improving CardioCheck PA analytical performance: three- 
year study. Clin Chem Lab Med. 2014; 52:1291-6. 


50. Ferreira CES, Franca CN, Correr CJ, et al. Clinical correlation 
between a point-of-care testing system and laboratory automa¬ 
tion for lipid profile. Clin Chim Acta 2015; 446: 263-6. 

51. Faludi AA, Izar MC, Saraiva JF, Chacra AP, Bianco HT, Afiune A, 
et al. Coloque 2017 e nao 2016 . Atualiza^ao da Diretriz Brasi¬ 
leira de Dislipidemias e Preven^ao da Aterosclerose - 2017. Ar- 
quivos Brasileiros de Cardiologia, 2017 (em publica^ao). 

52. Scartezini M, Ferreira CES, Izar MC, Bertoluci M et al. Posi- 
cionamento sobre a Flexibiliza^ao do Jejum para o Perfil Lipi- 
dico. Arquivos Brasileiros de Cardiologia. 2017; 108 (3):195-7. 

53. Ferreira CES, Scartezini M, Franca, CN. Letter to the Editor: 
Lipid profile, the world needs to change. Journal of Clinical 
Lipidology, 2017 (in press). 

55. Martin SS, Blaha MJ, Elshazly MB, Toth PP, Kwiterovich PO, 
Blumenthal 

56. RS, et al. Comparison of a novel method vs the Friedewald 
equation for estimating low-density lipoprotein cholesterol le¬ 
vels from the standard lipid profile. JAMA. 2013; 310(19): 2061- 
681. 


80 


Parte 3 





Alceu de Oliveira Toledo Junior 



Doengas Cardiovasculares 


■ INTRODUgAO 

A doenga cardiovascular decorrente de causas isquemi- 
cas tem como principal causa a existencia e progressao da 
aterosclerose, definida como doenga cronico-evolutiva, com 
caracteristica difusa, porem segmentar e excentrica, apresen- 
tando-se com componentes proinflamatorios e protrom- 
boticos, e importantes interagoes celulares do componente 
arterial, quer sejam de endotelio, macrofagos, plaquetas, mus¬ 
culo liso ou linfocitos. 

Ha elementos multifatoriais envolvidos nos mecanismos 
aterogenicos, tais como: dislipidemia (principalmente), hiper- 
tensao arterial, sedentarismo, tabagismo, obesidade, Diabetes 
mellitus e estilo de vida, porem as alteragoes no metabolismo 
lipidico sao etapa inicial do processo de formagao da placa 
aterosclerotica, principalmente a passagem pela camada en- 
dotelial de lipoproteinas aterogenicas, alteragoes plasmaticas 
tais como: elevagao do LDL-c, redugao do HDL-c, maior 
permanencia/concentragao dos remanescentes de quilomi- 
crons no periodo pos-prandial, elevagao dos triglicerides, 
aumento de fragoes deVLDL-c pequenas ou mesmo as ele- 
vagoes da Lp(a). 

A presenga de um estado pro-inflamatorio e vasocons- 
tritor, criando situagao de estresse hemodinamico, e a dis¬ 
lipidemia pro-aterogenica podem promover a ocorrencia 
de eventos isquemicos agudos ou intercorrentes nos ramos 
arteriais coronarianos, que em fungao da sua intensidade, lo- 
cais atingidos, cronologia isquemica, inexistencia de malha 
coronariana colateral bem desenvolvida e condigoes clinicas 
preexistentes podem levar a eventos extensos, com altos cus- 
tos financeiros, importantes consequencias hemodinamicas e 
intenso impacto na vida dos individuos, alterando nao so o 
seu tempo, mas a sua qualidade, comprometendo sua estabili- 
dade ou mesmo interrompendo-a. 

A Sindrome Coronariana Aguda (SCA), em fungao da 
sua manifestagao, pode ser dividida em duas categorias: SCA 
Sem Supradesnivelamento do Segmento ST (SCA-SST) e 
SCA Com Supra-desnivelamento do Segmento ST (SCA- 
-CST), considerando-se a manifestagao eletrocardiografica e 
a substituigao do termo Infarto Agudo do Miocardio (IAM) 


pela forma mais ampla, porem de maior receptividade, aqui 
descrita como SCA. 

Uma importante diferenga deve ser aqui estabelecida, 
onde as SCA-CST tem como caracteristica uma oclusao ar¬ 
terial prolongada e/ou persistente com tempo > 30 minutos, 
com dano isquemico seguido por necrose do cardiomioci- 
to e surgimento subsequente, mas futuro, de uma alteragao 
eletrocardiografica denominada onda Q, a qual torna-se re- 
veladora do acontecimento anteriormente descrito e cuja 
presenga, mesmo durante eventos cardioisquemicos agudos 
posteriores, indica acontecimento(s) cardio-necrotico(s) 
previo(s).Ja as SCA-SST melhor defmem-se pela oclusao 
parcial e/ou transitoria, gerando uma alteragao momenta- 
nea entre aporte e consumo de oxigenio pelo cardiomio- 
cito, com tempo de sua ocorrencia < 30 minutos, mas sem 
dano necrotico imediato. 

Independentemente da natureza das lesoes nas SCA, o 
evento inicial esta fortemente vinculado a placa ateroscle¬ 
rotica, quer na lesao erosiva quer na ruptura da capa fibro¬ 
sa. Esta, por sua vez, corresponde a aproximadamente 67% 
das tromboses coronarianas fatais, enquanto aquela contribui 
com aproximadamente 33% dos eventos. A participagao do 
sistema hemostatico (referencial ou protrombotico) esta vin- 
culada a geragao de trombo plaqueta-dependente (trombo 
“macio”), o qual possui indicagao ao uso de antiagregantes 
plaquetarios ou fibrinogenio-dependente (trombo “duro”), 
este por sua vez com indicagao ao uso de tromboliticos. 

A participagao do componente lipidico nesse processo 
e lenta, porem continua, iniciando o processo pela infiltra- 
gao das LDL-c, e tambem dasVLDL-c pequenas, quer ini- 
cialmente pela transcitose, microcitose ou com o avangar 
das lesoes ateroscleroticas por mecanismos que envolvem 
as fenestragoes endoteliais, com a formagao progressiva das 
etapas envolvidas na aterosclerose, quer da estria lipidica ini¬ 
cial, a formagao da capa fibrosa ou da lesao mais extensa e 
complicada, que tera como elemento diferencial maior ou 
menor espessura da placa fibrolipidica, que conferira a placa 
em questao a condigao de estavel (placa “fria”) ou instavel 
(placa “quente”), essa ultima com maior intensidade na sua 
atividade metabolica e maiores riscos de rompimento, com 
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consequente exposigao de seu mais volumoso conteudo lipi- 
dico-celular na luz do vaso atingido. 

Os fatores que desencadeiam o rompimento da placa, 
apesar de bem definidos e conhecidos, nem sempre sao es- 
tabelecidos como relagao causa-efeito imediata nas SCA, 
principalmente nas SCA-CST. Nesse aspecto, a avaliagao cli¬ 
nic o-laboratorial deve ser realizada com fins discriminatorios 
e investigativos. Como exemplo, a determinagao de Coleste- 
rol Total dentro de um periodo maximo de 24 horas apos o 
evento, pois dela decorre uma melhor abordagem e conduta 
clinic a-evolutiva aplicadas ao individuo. 

■ MARCADORES LABORATORIAIS NAS 
SINDROMES CORONARIAS AGUDAS 
Aspectos historicos 

A defmigao do dano ao cardiomiocito, quer na forma de 
isquemia ou necrose, requer do laboratorio uma participagao 
agil, resoluta e com importante consistencia tecnica. Nesse 
aspecto deve-se fornecer resultados que melhor expressem a 
realidade biologica do paciente, inclusas suas variaveis pre e 
pos-analiticas. Lembre-se de que a frase “musculo e tempo” 
aqui tern sua melhor forma de uso. O grande desafio que o 
laboratorio enfrenta na abordagem cardiologica emergencial 
e estabelecer diferengas confiaveis e rapidas, mas sempre fun- 
damentadas em evidencias claras e bem-estabelecidas. 

Desta forma, a utilizagao de analitos, tais como: LDH To¬ 
tal ou suas isoenzimas, AST, CK Total, com fins de diagnosti- 
co de inclusao e/ou exclusao ou mesmo monitoramento nao 
mais se utiliza, tanto pela baixa sensibilidade clinica quanto 
pelo fato de nao serem tecido-dependente de forma unica, 
nas musculaturas lisa, esqueletica ou cardiaca. 

Mesmo a determinagao de CK-MB na forma Ativi- 
dade ou mesmo Massa apresenta-se com limitagoes (a pri- 
meira com maiores), sendo mesmo considerada obsoleta 
quando comparada a analise de Troponinas Cardiacas (cTnl 
ou cTnT), elementos com menor cardiossensibilidade, ele- 
vagoes frequentes em situagoes nao cardiacas, baixa relagao 
com a progressao aguda do processo e presenga de formas 
circulantes anomalas (nem sempre detectaveis pelo laborato¬ 
rio) seriam aspectos desfavoraveis a sua utilizagao. Entretanto, 
deve-se considerar aspectos que envolvam a indisponibilida- 
de local da deter minagao de cTnl ou cTnT, assim a deter- 
minagao da CK-MB Massa nessa situagao seria uma opgao 
secundaria, pois comparativamente as cTn sua capacidade de 
exclusao/inclusao diagnosticas sao menores ao avaliarem-se 
estados de injuria ao cardiomiocito e seus desdobramentos 
clinicos. Nas situagoes de reinfarto o uso de CK-MB, de- 
fendido por alguns, apresenta-se com menor consistencia 
quando comparado ao uso de cTn, importante aspecto diz 
respeito que a interpreta^ao dos resultados obtidos por Tro¬ 
poninas requer um protocolo muito bem-estabelecido entre 
o laboratorio e a cardiologia. 

A Mioglobina, apesar da sensibilidade clinica, apresenta 
limita^oes pela sua baixa cardioespecificidade, impossibilitan- 


do a correta avaliagao da origem no processo de dano muscu¬ 
lar, mesmo porque minimas altera^oes na permeabilidade do 
miocito da musculatura esqueletica promovem sua liberagao 
na circulagao, alem disso, como sofre eliminagao via renal, 
redugao na Filtragao Glomerular promove a sua elevagao 
plasmatica, tornando seu uso limitado no diagnostico cardio- 
logico. A Figura 7.1 resume as possiveis relagoes decorrentes 
da injuria gerada ao cardiomiocito. 



Figura 7.1 Injuria gerada ao cardiomiocito e possiveis relates. A 
isquemia, em fun^ao de sua cronologia, intensidade/extensao, pode 
promover morte do cardiomiocito. Os marcadores laboratoriais nao 
defmem a natureza imediata do dano, mas sao indispensaveis na defi- 
ni^ao dos estados isquemicos agudos, principalmente nas SCA-SST. 

Fonte: Acervo do autor. 

Troponinas 

O aparato contratil da estrutura muscular possui em sua 
composigao proteinas regulatorias. As troponinas sao um 
complexo formado por tres subunidades proteicas:Troponina 
C (ligante ao calcio), Troponina I (componente inibitorio), 
e Troponina T (componente tropomiosina ligante), havendo 
presenga de subunidades em suas isoformas, as quais sao dis- 
tribuidas em tecidos musculares cardiaco, esqueletico e liso, 
porem o tecido cardiaco possui somente as isoformas I e T, 
motivo pelo qual a Troponina C nao teve seu uso vinculado 
aos processos diagnosticos de natureza cardiaca. 

A especificidade das isoformas cardiacas e claramente de- 
fmida por serem produtos de genes unicos, motivo pelo qual 
a denominagao de Troponinas Cardiacas (descritas como cTnl 
e cTnT), sua localizagao e na miofibrila (95%) e em peque- 
na concentragao citoplasmatica (5%), essa ultima localizagao 
mesmo em pequenos valores e vista como forma de mobiliza- 
£ao rapida nos processos de injuria cardioespecificos. A cTnl 
difere de sua isoforma esqueletica por uma sequencia de 31 
aminoacidos, sendo sua presen^a exclusiva do tecido cardia¬ 
co, nao existindo nem mesmo em tecidos normais, de rege- 
nera^ao, ou em miopatias esqueleticas, a cTnT difere de sua 
isoforma esqueletica por uma sequencia de 11 aminoacidos, 
sendo tambem cardioespecifica, porem ha descrigao da expres- 
sao de isoformas da cTnT em tecido muscular esqueletico em 
situagoes que envolvem distrofia, polimiosite, dermatomiosite 
e doenga renal cronica, razao pela qual a escolha do fabricante/ 
plataforma/anticorpo usado em ensaios laboratoriais deve le- 
var em conta tais aspectos, evitando-se sobreposigao de valores 
entre as Isoformas cardiacas e a Isoformas com reexpressao. 
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Ha fortes evidencias de que, em situagoes de dano mio- 
cardico ou ate mesmo de predisposigao genetica, haveria a 
liberagao tissular e a presenga no plasma de cTn em formas 
biologicas diferentes das encontradas em situagoes referen- 
ciais. Essas formas poderiam ser descritas como: complexos 
binarios (cTnIC e cTnTC), complexos ternarios (cTnTIC), 
formas livres (I), e, ainda, eventuais modificagoes (pela per- 
manencia aumentada das cTn no plasma), que promovam 
altera^oes tais como: oxidagao, desfosforilagao, redugao ou 
fosforilagao, pois mesmo nessas formas as cTn apresentariam 
valor laboratorial discriminatorio nos processos cardiacos. Es¬ 
sas informagoes sao importantes ao analisarmos os ensaios 
utilizados na mensuragao das cTn, sendo determinante que 
os mesmos devem possuir anticorpos que reconhegam ade- 
quadamente todas as fragoes anteriormente descritas, e que 
demonstrem uma resposta equimolar em todas as formas cir- 
culantes das cTn. 

Avaliaqao laboratorial das troponinas 

O uso das cTn requer um processo de padronizagao e 
tambem de cumprimento de normas e especificagoes por 
parte dos fabricantes, tanto na fase analitica quanto na pre- 
-analitica, e aqui alguns sao descritos: uso de epitopos na par¬ 
te estavel da molecula, adequada resposta frente a diferentes 
formas circulantes, comutabilidade de diferentes ensaios, ca- 
pacidade em promover a diferencia^ao das formas circulantes, 
uso de anticoagulantes e suas implicates, rastreabilidade dos 
calibradores, analise critica da faixa dinamica da metodologia 
e defmigao de valores referenciais. 

Nesse aspecto, a defmigao de valor referencial esbarra em 
algumas importantes informates vinculadas a metodologia 
empregada, plataforma dos equipamentos e seus fabricantes, 
porem e necessaria uma criteriosa analise por parte do la¬ 
boratorio na escolha do que melhor se adapte as suas neces- 
sidades: tecnica, operacional, e mesmo de custo fmanceiro. 
Exemplo disso e a escolha por metodos de determinagao de 
cTn vinculados as orientates de consensos internacionais 
como “Global Task Force for The Universal Definition of 
Myocardical Infartaction”, “National Academy of Clinical 
Biochemistry” (NACB) e atualiza^oes do “American College 
of Cardiology /American Heart Association ’. 

O uso de Troponinas, principalmente na atual modalida- 
de dos ensaios de 4- e 5- geragoes, designado Troponinas de 
Alta Sensibilidade (hs-cTnl e hs-cTnT), requer vinculagao 
obrigatoria a um Coeficiente deVariagao (CV) maximo de 
10% no percentil 99, esse por sua vez diz respeito a um valor 
referencial maximo, defmido como Limite de Decisao (LD), 
onde incluem-se dentro de sua faixa 99% das pessoas referen¬ 
ciais, que nao apresentariam altera^ao metabolico-funcional 
do cardiomiocito, sendo portanto compreendido como valor 
discriminatorio na avaliagao da injuria cardiaca. Ha, ainda, 
a defmigao de Valor Minimo Detectavel (VMD — sensibili¬ 
dade analitica) e o espago estatistico existente entre este e o 
percentil 99 (faixa dinamica da metodologia). Dentro desse 
espago, os diferentes fabricantes tern suas plataformas/meto- 
dologias classificadas e estratificadas em: Diretrizes Aceitaveis, 


Clinicamente util ou Nao Aceitavel, com graduates em ni- 
veis entre 1 e 4, em que, respectivamente, se tern: 

a) Nivel 4 com detecgao > 95% entre oVMD e o per¬ 
centil 99. 

b) Nivel 3 com detec^ao > 75% ate 94% entre oVMD 
e o percentil 99. 

c) Nivel 2 com detecgao > 50% ate 74% entre oVMD 
e o percentil 99. 

d) Nivel 1 com detec^ao > 25% ate 49% entre oVMD 
e o percentil 99. 

Tal descrigao entre niveis 4 e 3 representa melhores de- 
sempenhos de plataformas/metodologias vinculadas a hs-cT- 
nl e hs-cTnT, sendo um importante elemento diferencial na 
escolha das mesmas em nossas rotinas laboratoriais, portanto 
seu uso e recomendado e sua analise merece o esforgo do la- 
boratorio para implantagao pelos melhores resultados a serem 
obtidos. Outro aspecto critico na escolha e no uso por parte 
do laboratorio e a defmigao do LD, vinculado ao percentil 99, 
ao LMD, e a varia^ao no percentil 99, pois esses elementos, 
por serem fabricante/plataforma/metodologia dependentes, 
apresentam-se com ampla margem de variagao , com algumas 
importantes diferen^as, abaixo descritas: 

a) LMD - Fabricante “A” 0,90 ng/L - Fabricante “B” 
9 ng/L. 

b) Percentil 99 - Fabricante “A” 10 ng/L - Fabricante 
“B” 16 ng/L. 

c) CV no Percentil 99 - Fabricante “A” 9% - Fabricante 
“B” 5%. 

A analise de tais informagoes deve considerar a forma 
de uso das hs-cTnl e hs-cTnT pelo laboratorio, e seu des- 
dobramento em processos de inclusao/exclusao diagnosticas, 
monitoramento, publico-alvo no atendimento, natureza dos 
servigos (emergencia, UTI, ambulatorio), defmigao associada 
aos servigos de cardiologia clinica e cirurgica, bem como os 
desdobramentos tecnico-fmanceiros de tais escolhas. A defi- 
nigao, ainda do percentil 99, deve ser muito bem-delimitada, 
pois o numero de participantes envolvidos na constituigao 
do grupo/estudo, idade, sexo e completa exclusao de car- 
diopatias (mesmo cronicas) que devem ter sido corretamente 
tratadas pelo fabricante em sua formulagao estatistica e ter sua 
descrigao disponivel ao laboratorio (em um claro formato), 
para que se possa fazer a melhor op^ao vinculada a escolha 
fabricante/plataforma/metodologia a ser utilizada. Ha im¬ 
portante elemento associado a possibilidade de separagao do 
percentil 99 escalonado por elementos tais como: idade ate 
30 anos; idade maior que 30 anos, sendo que nesse ultimo 
grupo a melhor opgao seria haver media de idade entre 55 e 
65 anos; e, fmalmente, que o grupo populacional do estudo 
fosse composto por 300 a 500 participantes. 

A determinagao analitica da hs-cTn deve seguir com 
rigor os protocolos pre-analiticos definidos pelo fabricante, 
quer em formas de coleta, natureza das amostras: plasma (es¬ 
colha do anticoagulante) ou soro (com ou sem sistema de 
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aceleragao/separagao de fases), estocagem, estabilidade termi- 
ca, bem como na fase analitica, no uso de sistemas de calibra- 
^ao, controles ou fases de trabalho, pois isso representa fator 
critico na avaliagao do resultado fornecido pelo laboratorio. 

Interpretagao 

Ha descrigao de alguns meios de melhoria na avaliagao 
dos resultados das hs-cTn com o uso de duas determinates, 
em dois periodos de tempo distintos. Entre a primeira de¬ 
terminate e a segunda deve decorrer um intervalo maximo 
de 3 horas, com oscilagoes superiores a 20% entre a primeira 
e a segunda, sendo compativeis com dano do cardiomioci- 
to, desde que todas elas acima do percentil 99.Tal protocolo 
permitiria uma melhor avaliagao dos valores obtidos, sepa- 
rando-os e analisando-os sob o enfoque do percentil 99 e do 
LD, e com isso melhorando a especificidade clinica, mas nao 
necessariamente a sensibilidade clinica nos eventos de injuria 
cardiaca. Alias, nesse aspecto, o uso das troponinas nao avalia a 
natureza do dano, ou seja, nao determina sua etiologia, porem 
consegue determinar sua existencia. A cTn e liberada do apa- 
relho contratil em situates de injuria no cardiomiocito por 
meio da degradagao proteolitica, e nessa situate os valores 
encontrados sao maiores que o percentil 99. 

Mas ha cTn livre no citoplasma, assim o encontro de 
valores de cTn inferiores ao Limite de Decisao deve tam- 
bem ser associado a apoptose, ao turnover do cardiomiocito, 
a elevate da permeabilidade celular ou a minima degrada- 
gao proteica, com possibilidade de haver situates de inju¬ 
ria reversivel. Nesses casos, associando-se a situate clinica 
envolvida, seria necessaria a determinate de uma segunda 
amostra. As diferentes formas de injuria, em suas intensidades, 
graus de reparagao e frequencia teriam maior importancia 
clinica. Exemplo disso e o fato de valores acima do LD, des- 
vinculados de sintomas clinicos imediatos, estarem associados 
a maior incidencia de danos cardiacos futuros. O maior pro- 
blema nesse caso residiria, entao, na injuria ao cardiomiocito 
de forma repetitiva. 

Porem, a dificuldade esta em definir com seguranga a 
diferen^a entre dano reversivel e dano irreversivel, isso de 


maneira precoce, assim, a elevate da cTn em eventos nao 
isquemicos do cardiomiocito tern prognostico adverso em 
quase todas as situates. Comparativamente, entre tres gru- 
pos, mostra-se que a mortalidade media e de 1,5% no grupo 
com valores de cTn ate o LMD; passa a 4% no grupo com 
valores de cTn, entre o LMD e o percentil 99; e chega a 6% 
no grupo com valores de cTn superiores ao percentil 99. 

Os valores obtidos pelo laboratorio devem ser submetidos 
a analise, sempre vinculada a condigao clinica. Nesse aspecto, 
valem algumas consideragoes: os valores discriminatorios de 
20% sao propostos pelo uso dos “delta” da hs-cTn em que, 
pela natureza da determinate das hs-cTn apresentar-se com 
Limite de Decisao, ha importantes dificuldades na avaliagao da 
Variabilidade Biologica (CVb). Nao haveria possibilidade de 
avaliagao das diferentes formas de hs-cTn, assim as duas de¬ 
terminates para obten^ao do “delta” da Troponina sempre 
devem ser feitas sob os mesmos protocolos de fabricante/pla- 
taforma/metodologia, entao nao poderiamos analisar e com- 
parar determinates realizadas entre hs-cTnl e hs-cTnT, ou 
mesmo entre hs-cTn e cTn por metodo convencional. 

A escolha dos periodos de tempo poderia ser realizada 
tambem entre 3 e 6 horas e 0 e 6 horas; a escolha do tempo 
0-3 horas indica ser a opgao mais resoluta no processo dis¬ 
criminatory, com melhor valor de exclusao diagnostica, mas 
apesar disso a sua indicate como elemento diagnostico de 
inclusao e mais bem estabelecida na presen^a de SCA-SST; o 
uso da hs-cTn teria entao poder de inclusao medio de 91%, 
contra valor medio de exclusao de 96%. Nos momentos da 
avalia^ao imediata ao paciente com suspeita de SCA teria- 
mos medias de incidencia de SCA-SST em 70% e SCA-CST 
em 30%, o que reforga a participa^ao do laboratorio como 
elemento diferencial no diagnostico. O uso de hs-cTn desde 
que inclusas nas Diretrizes Aceitaveis - niveis 3 e 4, e criterios 
experientes na analise e interpretagao do(s) resultado(s) redu- 
ziria a incidencia de resultados “falso-positivos” existentes na 
metodologia convencional. 

A Figura 7.2 esquematiza os aspectos clinico-laborato- 
riais envoividos na interpretagao dos resultados das troponi¬ 
nas cardiacas ultrassensiveis (ensaios de 5 a geragao). 



Valor minimo 
detectavel 


Percentil 99 
com CVa < 10% 


Limite de decisao 
valor diagnostico? 


t Permeabilidade celular 
Turnover - Angina - Apoptose 


Estresse - Injuria - Isquemia - Necrose 
•SCA-SST ±70% do total 
•SCA-CST ±30% do total 
• Risco - prognostico 


Figura 7.2 Aspectos laboratoriais e clinicos envolvidos na interpreta^ao dos resultados das hs-cTn - ensaios de 5 a gera^ao. A defmi^ao dos 
protocolos de abordagem aos aspectos tecnicos da metodologia e aos valores obtidos e critica para a conduta mais adequada. 

Fonte: Acervo do autor. 
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A determinagao no periodo entre 3 e 6 horas possibilitou 
o diagnostico de SCA em 25% dos pacientes submetidos a essa 
analise de valores. Alem disso, 51% apresentaram valores de hs- 
-cTnT pelo menos superior ao percentil 99, mas sem a elevagao 
de 20% (uso do “delta”). Nesse grupo em especial foi caracteri- 
zado o diagnostico de Angina Instavel.Tal fato surpreende, pois 
nao deveria haver elevagao das hs-cTnT nessa situagao, conside- 
rando-se que, apesar da maior estratificagao de pacientes com o 
uso do “delta”, ainda sao necessarios estudos mais amplos para 
o uso rotineiro de tal protocolo. O uso da hs-cTn teria maior 
habilidade em discriminar injuria cardiaca, que ainda nao alterou 
valores na cTn em metodologias convencionais, sendo possivel- 
mente um limitador importante no uso de exames de maior 
poder de visualizagao das lesoes, tais como a angiotomografia, e 
para isso a avaliagao laboratorial das hs-cTn deveria sofrer me- 
lhor padronizacao, inclusive nas unidades usadas como expres- 
sao dos valores obtidos, preferencialmente no formato ng/L ao 
inves dos atuais pg/L. Exemplo disso seriam, respectivamente, 
0,009 pg/L convertidos em 9 ng/L, tornando mais simples a 
leitura e a interpretacao numerica dos resultados. 

Ha no ambito laboratorial diferentes formatos na avaliagao 
qualitativa convencional das cTnl, onde a presen^a de “tes¬ 
tes rapidos” simultaneamente possibilitou o acesso a esse novo 
marcador cardiaco aos laboratories que ate entao nao tinham 
disponivel tal determinacao, mas tambem criou algumas skua- 
goes em que a falta de “padronizagao” nos resultados obtidos, 
as dificuldades na obtengao de controles e/ou calibradores ras- 
treaveis, o desconhecimento da sensibilidade analitica em uso, 
valores de referenda com baixo valor de exclusao, a dificuldade 
de estabelecer a existencia ou nao de anticorpos voltados a par¬ 
te estavel da molecula da cTnl e a falta de cornutabilidade en¬ 
tre esses ensaios e uma correta descrigao de LD criou algumas 
dificuldades na selegao, na estratificagao e nas condutas clinicas 
decorrentes dos resultados obtidos por esses testes. 

Torna-se indispensavel ao definir a implantagao de me¬ 
todologias dessa natureza, inclusive em Testes Laboratoriais 
Remotos (TLRs) levando-se em conta a importancia da 
situagao clinica e os desdobramentos dos resultados forne- 
cidos, estabelecer protocolos, sistema de validagao e formas 
de interpretagao de valores (principalmente qualitativos), que 
atendam de forma coerente a essas necessidades. Quando 
se analisa a hs-cTn em pacientes com Insuficiencia Cardia¬ 
ca Congestiva na forma descompensada ha forte associagao 
entre valores elevados e maior mortalidade, principalmente 
sob hospitalizagao, mesmo onde nao houve SCA. Ha algumas 
situagoes nas quais mesmo na elevagao das cTn nao se tern 
injuria cardiaca isquemica, tais como: ICC nas formas agudas 
e cronicas,Tromboembolismo Pulmonar (TEP), vasoespasmo 
coronariano, intervengoes coronarianas percutaneas, rabdo- 
miolise com injuria do cardiomiocito. 

■ MARCADORES LABORATORIAIS NA 
INSUFICIENCIA CARDIACA CRONICA 

Os fatores natriureticos cardiacos sao peptidios e seus 
fragmentos, todos produzidos no cardiomiocito, tanto nos 


tecidos atriais como ventriculares, sob diferentes situates 
e em resposta a variagoes dos volumes de enchimento das 
camaras cardiacas, sobrecarga e/ou expansoes volemicas 
sistemicas. Tais moleculas estao associadas a situagoes que 
envolvem a Insuficiencia Cardiaca (IC), essa considerada 
uma das fases finais das cardiopatias, e na qual ha incapa- 
cidade de bombeamento do fluxo sanguineo necessario 
ao atendimento da demanda do metabolismo. Ha normal- 
mente comprometimento da fungao contratil ventricular, 
com disfungao sistolica classificada em graus I a IV, tendo 
as SCA Isquemicas importante participagao na etiologia 
desses processos. 

Peptideos natriureticos cardiacos plasmaticos 

Os peptideos natriureticos sao pequenas moleculas forma- 
das por segmentos terminals e uma parte central, respectivamen¬ 
te com um total de 108 aminoacidos, onde a extremidade 
aminoterminal e composta por uma sequencia de 27 ami¬ 
noacidos, a extremidade carboxila terminal por 32 aminoa¬ 
cidos e a parte central com 49 aminoacidos, apesar da sua 
aparente simplicidade estrutural, sua produgao, liberagao e 
atividade ainda nao estao totalmente elucidadas. 

A extremidade NH2-terminal nao possui atividade bio- 
logica defmida, sendo descrita como NT-proBNP, estando 
fixada por meio da jun^ao 21 a 27 a regiao central da mole¬ 
cula que, por sua vez, possui 49 aminoacidos e e considerada 
a regiao regulatoria do processo de maturagao bioquimica 
da molecula total produzida pelo cardiomiocito. Tal ponto 
da regulagem metabolica e realizado pela ligagao da glicose a 
essa mesma parte central, em um processo de estabilizagao/ 
maturagao como resposta compensators e altera os mecanis- 
mos da endoclivagem com uma a^ao enzimatica envolvida na 
posigao 74 a 76 (residuo da treonina), denominada “glicosi- 
la^ao” (os termos glica^ao e glicosilagao nao sao sinonimos), 
sendo essa a fase limitante do “amadurecimento” da molecula 
completa do ProBNP. 

A regiao entre os aminoacidos 74 a 76, por sua vez, liga- 
-se a extremidade carboxila terminal, a qual possui 32 ami¬ 
noacidos, sendo essa regiao a responsavel pela importante 
atividade biologica vinculada as agoes natriureticas exercidas 
por esse peptidio. Assim sendo, o ProBNP possui o segmen- 
to NT-proBNP e o segmento BNP. Apesar de ambos terem 
relagao equimolar aparente, seus valores referenciais e tem¬ 
pos de meia-vida sao diferentes, indicando que mesmo uma 
aparente simplicidade estrutural da molecula ProBNP requer 
melhores estudos na elucidagao de sua produgao, fases da ex- 
pressao genica pos-translacional, mecanismos de ativagao pre 
e pos-clivagem, e agoes biologicas. 

Ha diferengas nos fenotipos expressos na produgao do 
ProBNP, atrial ou ventricular, onde a produgao atrial e do- 
minante em situagoes cardiacas referenciais, e a produgao 
ventricular dominante na vigencia de doengas cardiacas, isso 
poderia ser associado a ideia de que a produgao nos cardio- 
miocitos ventriculares regulasse a expressao genica tanto 
transcripcional como translacional do gene ProBNP. 
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Avaliagao laboratorial peptidios natriureticos 
cardiacos plasmaticos 

O uso de maior expressao tanto do NT-proBNP quanto 
do BNP e na avaliagao da disfun^ao ventricular (consequen- 
cia ou nao das SCA), quer na situagao diagnostica (inclusao 
ou exclusao), quer no monitoramento, sendo uma excelen- 
te ferramenta no prognostico das alteragoes ventriculares. A 
determinate laboratorial nas duas situates e realizada por 
sistemas de imunoensaios, dirigidos contra diferentes epitopos 
moleculares havendo, pelo formato estrutural, maior reativi- 
dade cruzada nas determinates de NT-proBNP do que na 
determinate de BNP (pela presen^a da porgao NH2 termi¬ 
nal), porem ambos sao passiveis de interferencias mediadas por 
anticorpos heterofilos (fator reumatoide, por exemplo), adi- 
cionalmente a determinate tanto do NT-proBNP quanto 
do BNP parece avaliar conjuntamente a extensao da molecula 
(ProBNP), razao pela qual e indispensavel a analise tecnica pelo 
laboratorio das informagoes do fabricante/plataforma/meto- 
dologia utilizadas para melhor definir essas situates. 

As amostras a serem utilizadas devem seguir de forma 
rigorosa a descri^ao proposta pela metodologia empregada, 
pois ha diferen^as estruturais nos ensaios e nos seus formatos, 
por exemplo, amostras para analise do BNP devem ser plasma 
(EDTA-K3 em tubos plasticos) e amostras para NT-proBNP 
devem ser obtidas como Soro ou Heparina-Na (em tubos 
plasticos ou de vidro). Alem disso, a variate Analitica (CVa) 
deve ser inferior a 15%, devendo haver descri^ao clara de 
eventual reatividade cruzada com outros peptidios natriure¬ 
ticos tais como NT-proANP, ANP, CNP, pois esses ultimos, 
apesar de elevar os resultados obtidos, nao sao representativos 
do ponto de vista biologico ou clinico (promovendo falsas 
elevates), tanto o NT-proBNP quanto o BNP teriam, des- 
de que respeitadas as informagoes anteriormente descritas, 
a mesma forma de aplica^ao, uso ou interpretagao, mesmo 
considerando-se que a primeira faz parte da forma biologica 
inativa da molecula, e a segunda da forma ativa, ou ate pelo 
fato de possuirem diferentes Valores Referenciais (VRS) ou 
LD. Nesses aspectos cabe a descri^ao de que o seu uso deva 
ser mantido, ou seja, nao se deve “intercalar” ensaios de NT- 
-proBNP e BNP para o mesmo individuo, quer sob condu- 
gao diagnostica, quer de monitoramento. 

NT-proBNP e BNP tern grande variabilidade bio¬ 
logica intra-individual (CVb), respectivamente e de forma 
aproximada como 50% e 33%, o que deve ser ponderado, 
principalmente na interpreta^ao de resultados vinculados ao 
monitoramento da Disfungao Ventricular, pois nesses casos as 
variates entre dois resultados laboratoriais (de um mesmo 
analito) teriam impacto clinico (tanto de evolu^ao quanto 
de regressao do quadro), somente com oscilagoes em tor- 
no de 80% (quanto comparados entre si). Portanto, valores 
que se apresentarem inferiores a tais oscilagoes deveriam ser 
analisados de forma referencial. Ha situates de elevate dos 
valores do NT-proBNP e BNP que abrangem: ascite, mio- 
cardite, insuficiencia renal (aguda e cronica), hipertrofia ven¬ 
tricular esquerda, hipertensao pulmonar, hiperaldosteronismo 
e doenga de Cushing. 


Interpretagao 

Considerando-se isso, os VRs seriam estabelecidos LD, 
nos quais a abordagem clinica, sua interpreta^ao e os resulta¬ 
dos laboratoriais estariam tambem associados as informates 
do CVb, exclusao de outras patologias e mesmo a delimitate 
da idade.Teriamos, pois, valores para o BNP em 100 pg/mL 
e para o NT-proBNP em 125 pg/mL, porem mesmo assim 
ha 26% da populate que apresenta valores de BNP > que 
100 pg/mL (100 a 500), um ter go dos quais nao possui Dis- 
fungao Ventricular (DV) e/ou Insuficiencia Cardiaca Con- 
gestiva (ICC), e os outros dois tergos com alteragoes cardiacas. 
Nesse ultimo grupo, porem, com LD variaveis, mesmo o uso 
do NT-proBNP teria seus LD adaptaveis para exclusao da 
ICC em < que 300 pg/mL, mas ainda haveria o problema 
da influencia do aspecto idade. Aqui, entao, poderiamos me¬ 
lhor definir essa situate descrevendo como LD “adaptaveis” 
no seguinte formato: quando < que 450 pg/mL (para pes- 
soas com idade ate 50 anos) e < que 900 pg/mL (para pes- 
soas com idade > que 50 anos) seriam excludentes da ICC. 
Mesmo com essas considera^oes ha, contudo, limitagoes na 
conduta clinica, limitadas aos resultados laboratoriais obtidos, 
pois as eleva^oes numericas, mesmo com o uso especifico 
dos LD, ainda sao restritivas por fatores tais como: fabricante/ 
plataforma/metodologia, e nao conseguem ainda com o uso 
desses marcadores definir com alta resolugao as implicates 
de seus resultados. 

Essas informates devem ser bem-estabelecidas, em seu 
formato clinico ou laboratorial, para que NT-proBNP ou 
BNP possam ser adequadamente interpretados em seu me¬ 
lhor formato e extensao. Assim, o uso desses marcadores nao 
teria indica^ao no rastreio de pacientes com DV, mas teria 
seu uso associado a pacientes sob alto risco de seu desen- 
volvimento. Tal conceituagao deve ser ampliada no aspecto 
clinico ao utilizarmos tais marcadores. O uso, principalmen¬ 
te do BNP como avaliagao vinculada as cTn, nas SCA-SST 
teria valor nas situates em que haja importante associagao 
de fatores tais como: obesidade, hipertensao, idade, historico 
familiar ou gravidade do quadro na apresentagao emergencial 
do evento. Mesmo assim, os resultado(s) obtido(s) devem ser 
criteriosa e tecnicamente avaliados, porque muitos dos estu- 
dos conduzidos assim o foram, pelo uso de cTn em fabrican¬ 
te/plataforma/metodologia sem o formato hs-cTn, portanto 
com baixa forma de padroniza^ao, no LMD ou LD, embora 
haja proposigao para que nesses casos o LD do BNP fosse > 
que 80 pg/mL, sendo importante a realizagao de melhores 
estudos nesse sentido. 
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■ INTRODUgAO 

O pancreas e uma das maiores glandulas do corpo hu- 
mano, responsavel pela secre^ao de varias substancias funda¬ 
mentals para a digestao e homeostase interna dos nutrientes 
energeticos. Esta localizado transversalmente no espago re¬ 
troperitoneal proximo a 2- e 3 a vertebras lombares. Estende- 
-se entre a porgao inicial do intestino delgado, o duodeno, 
e o hilo do bago. No adulto apresenta peso entre 70 e 100 
gramas, ou em media 95 gramas no homem e 85 gramas na 
mulher, medindo cerca de 20 centimetros. Anatomicamente 
e dividido em cabe^a (alojada na al^a do duodeno), colo, cor¬ 
po e cauda, que se estendem em diregao ao ba^o. A perfusao 
arterial e realizada pelos ramos da aorta abdominal, e a dre- 
nagem do sangue venoso ocorre para a veia porta a partir das 
veias pancreaticas. 

O pancreas e revestido por uma camada fina de teci- 
do conjuntivo, a partir do qual se propagam os septos para 
dividir o orgao em varios lobulos. Estendem-se pelos sep¬ 
tos interlobulares a maioria dos vasos linfaticos, juntamente 
com os vasos sanguineos, nervos e ductos para excregao das 
secregoes. Intrincada rede anastomosada de arteriolas e ve- 
nulas alem de pequenos vasos linfaticos sao encontrados, ve- 
rificada nos lobulos pancreaticos. Os ductos de excregao das 
secregoes iniciam-se nos lobulos como pequenos canais. Sua 
uniao proporciona a organizagao de um sistema de ductos 
com calibres internos cada vez maiores ate formarem ductos 
pancreaticos principal e acessorio. 

Embora ja conhecido desde a Antiguidade, sua primeira 
descrigao e atribuida ao grego Herophilus de Chalcedon (300 
a.C.), e sua denomina^ao Pankreas , defmida por Ruphos de 
Ephesus no seu trabalho sobre o nome das partes do corpo 
humano. Literalmente, pancreas e todo [constituido] de came , 
a partir do grego pan [todo] e kreas [carne]. Entretanto, sua 
denominagao nao esta relacionada a um orgao no todo igual, 
e, sim, a observagao em cadaveres por Ruphos de ausencia de 
osso ou cartilagem. 

Na realidade, organizado em lobulos, o pancreas e cons¬ 
tituido basicamente em duas diferentes porgoes funcionais. 
A porgao conhecida como pancreas exocrino tern a fungao 
de produzir a secre^ao necessaria a digestao dos alimentos, e 


a porgao endocrina, cuja fungao primordial e a manutengao 
da homeostase corporea da glicose, produzindo e secretando 
hormonios. Histologicamente, a por^ao endocrina e repre- 
sentada por um aglomerado de celulas diferenciadas, com 
formato ovalado, localizadas na por^ao mais central do lobulo 
pancreatico, as Ilhotas de Langerhans. Ao redor das ilhotas sao 
encontrados muitos conjuntos de celulas com caracteristicas 
bem-defmidas e organizadas em estruturas ligeiramente esfe- 
ricas ou alongadas com um lumen central, os acinos pancrea¬ 
ticos. Ainda nos lobulos sao verificadas as celulas pancreaticas 
estreladas (miofibroblastos) responsaveis pela manutengao da 
matriz extracelular, contendo proteinas fibrosas (como cola- 
geno e elastina), glicoproteinas e proteoglicanos. 

Pancreas exocrino 

A porgao exocrina constitui de 80% a 90% da massa do 
pancreas. As celulas do pancreas exocrino sao responsaveis 
pela sintese, armazenagem e secre^ao das enzimas digestivas. 
Elas sao conhecidas como celulas acinares e apresentam for¬ 
mato poligonal, com membrana polarizada em dois dominios 
principals, um lado maior em uma das extremidades (mem¬ 
brana basilar), e outro menor (membrana apical) com cerca 
de 10% da superficie total da membrana citoplasmatica. O 
nucleo e central, com localizagao mais para a regiao basi¬ 
lar. O citoplasma contem grande quantidade de organelas, 
destacando-se o sistema reticular endotelial rugoso e aparelho 
de Golgi, alem das mitocondrias, representando grande capa- 
cidade de sintese proteica. O apice da celula contem granulos 
de armazenamento das diferentes proteinas digestivas, os gra¬ 
nulos de zimogenios. 

A estrutura pancreatica acino [do latim = bago de fruto de 
cachos] e unidade funcional do pancreas exocrino. Um acino 
constitui-se de varias celulas acinares, dispostas radialmente, ori- 
ginando uma estrutura arredondada semelhante a porcao de um 
cacho de uvas. Cada acino pode apresentar de 20 a 50 celulas 
em media, e sua estrutura pode ser ovalada ou cilindrica. No seu 
interior ocorre um espago, um lumen circundado pelas celulas. 

As celulas delimitantes do lumen acinar sao achatadas 
e denominadas centroacinares. Elas revestem o canal inicia- 
do no acino, que constituem a primeira parte do sistema de 
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ductos pancreaticos, os ductos intracelulares, os quais conti- 
nuarao com a denominagao de intercalados. Os lobulos pan¬ 
creaticos apresentam diversos acinos, os quais sao interligados 
por pequenos ductos intralobulares. Esses canais continuam 
ampliando seu calibre e unindo-se a outros, provenientes de 
outros lobulos, originando a rede de ductos extralobulares 
(ou interlobulares). O sistema de ductos assim formado e res- 
ponsavel pela drenagem do conteudo dos zimogenios para 
os ductos maiores, de Wirsung e Santorini, e posteriormente 
para o duodeno. O ducto principal une-se ao ducto biliar em 


um canal comum, a ampola Vater. E atraves da papila de Vater, 
envolta pelo esfincter de Oddi, que a secregao pancreatica 
alcanna o duodeno. O ducto de Santorini drena as secregoes 
pancreaticas em uma papila localizada acima daquela de Vater. 

As celulas acinares sintetizam enzimas digestivas normal- 
mente na forma de uma proteina inativa (uma proenzima ou 
zimogenio). As enzimas sintetizadas sao capazes de promover 
a decomposigao de macromoleculas em suas unidades funda¬ 
mental, permitindo assim a absorgao desses nutrientes (Tabe- 
la 8.1). Ha principalmente tres maiores categorias de enzimas 


Tabela 8.1 Caracterfsticas de protemas pancreaticas. 

Enzima/proteina 

(proenzima) 

Peso molecular 
(daltons) 

Substrato 

Agao 

Tripsina 

(Tripsinogenio) 

25.000-23.000 

Protemas 

Clivagem de ligagoes peptidicas entre residuos de lisina 
ou arginina com outros residuos de aminoacidos das 
cadeias polipeptidicas 

Quimiotripsina 

(Quimiotripsinogenio) 

24.000-23.500 

Protemas 

Clivagem de ligagoes peptidicas entre residuos de 
aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina, fenilalanina) 
preferencialmente, alem de leucina com outros residuos 
de aminoacidos das cadeias polipeptidicas 

Carboxipeptidase 

(Procarboxipeptidase) 

27.000-35.500 

Protemas 

Clivagem de ligagoes peptidicas dos residuos de 
aminoacidos carboxiterminais das cadeias polipeptidicas 

Elastase 

(Proelastase) 

33.000-26.600 

Protemas 

Clivagem de ligagoes peptidicas entre residuos de 
aminoacidos com cadeias laterals alifaticas com outros 
residuos de aminoacidos das cadeias polipeptidicas. Tern 
efetiva atividade sobre as protemas estruturais (elastina) 
do tecido conjuntivo incluindo vasos sanguineos 

Calicreina 

(Procalicrema) 

48.000 

Protemas 

Ativagao de cininas (mediador de inflamagao), 
contudo sua fungao fisiologica no suco pancreatico e 
desconhecida 

Amilase 

55.000-60.000 

Carboidratos 

(Amido, 

Amilopectina e 
Amilose, glicogenio) 

Clivagem de ligagoes glicosidicas ai ->4 entre residuos 
de glicose 

Lipase 

46.000-56.000 

Lipidios neutros 
(gorduras neutras) - 
Triacilglicerois 

Clivagem de ligagoes de esteres do glicerol com acidos 
graxos de cadeia longa (principalmente). Apenas 
ligagoes nos carbonos 1 e 3 do glicerol sao clivadas; a 
enzima atua somente com o substrato emulsionado 

Colipase 

(Procolipase) 

10.000 

Cofator da Lipase 

Interage com a lipase, induzindo mudanga 
conformacional de forma a facilitar a catalise promovida 
pela enzima (na pratica fixa a enzima na interface da 
micela facilitando a exposigao do sitio catalitico da 
lipase) 

Colesterol esterase 

(carboxil-ester- 

hidrolase 

100.000 

Lipidios diversos 
(esteres de colesterol 
e outros esteres). 

Clivagem de ligagoes esteres de lipidios 

Fosfolipase A 

14.000 

Fosfolipidios 

Clivagem de ligagoes esteres de fosfolipidios 

Ribonuclease e 
Desoxirribonucleases 

15.000 -30.000 

Acidos nucleicos 

Clivagem de acidos nucleicos (RNA e DNA) 


Fonte: Dufour DR, 2010; Hall JE, 2011; Hall JE, 2011; Henderson AR; et ai, 1986; Hruban RH; et ai, 2010; McNeely MDD; et ai, 1989; McNeely MDD; et ai, 1989; 
Moss DW; et ai, 1986; Van Lente F., 1997. 
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digestivas: as amilases, lipases e proteases, as quais promovem 
a hidrolise de carboidratos, gorduras neutras e proteinas, 
respectivamente. As celulas epiteliais dos ductos sao as res- 
ponsaveis pela secre^ao de bicarbonato e agua, facilitando o 
escoamento da secregao pancreatica. Proteinas nao digestivas 
como inibidores de protease, o inibidor do tripsinogenio (o 
inibidor da serina protease Kazal do tipo 1. SPINK1) e o co- 
fator colipase sao tambem produzidos e liberados na secregao. 

Apos sua armazenagem nos granulos proximos as mem- 
branas apicais, as enzimas sao liberadas por exocitose, gragas 
a mecanismos hormonais e neurologicos coordenados. A in- 
gesta de alimentos induz a sintese das enzimas pancreaticas 
por estimula^ao vagal direta do orgao via acetilcolina. Com 
a entrada do quimo (alimentos processados no estomago) no 
duodeno inicia-se a fase intestinal, com grande quantidade 
de suco sendo drenado para o duodeno. Dois hormonios 
intestinais tern participa^ao fundamental nesta produgao: a 
secretina e a colecistocinina. O primeiro induz a libera^ao de 
agua e bicarbonato nos ductos menores, e o segundo provo- 
ca grande libera^ao das enzimas e proenzimas existentes nos 
granulos apicais das celulas acinares. 

O fluido pancreatico assim secretado consiste em liquido 
incolor alcalino contendo agua, proteinas digestivas e eletro- 
litos. Cerca de 1 a 3 litros de fluido pancreatico podem ser 
secretados ao dia. A concentragao das enzimas amilase e lipase e 
cerca de 10 mil vezes aquela verificada no plasma, e a de bicar¬ 
bonato cinco vezes a plasmatica. As proenzimas tripsinogenio 
1 e 2 sao as proteinas em maiores concentrates, representando 
cerca de 20% do total de proteinas secretadas. Os principals ca¬ 
tions verificados sao: sodio, potassio, calcio e magnesio, e entre 
os anions destacam-se o cloreto e o bicarbonato. 

Pancreas endocrino 

A por^ao endocrina constitui de 2% a 5% da massa do 
pancreas. As celulas do pancreas endocrino estao organizadas 
em torno de 1 milhao de ilhotas de Langerhans dispersas 
por todo o pancreas. Em uma ilhota podem existir ate 4 mil 
celulas, com quatro tipos principals de celulas secretoras. As 
celulas a secretoras do hormonio glucagon constituem cerca 
de 20% a 30% da ilhota; ja as celulas p sao a maioria, 60% a 
80%, e produzem a insulina. As outras duas celulas sao a 5 e 
celula PP (celula F), representando 2% a 10% e 1% a 2% res¬ 
pectivamente das unidades funcionais do pancreas endocrino. 
As celulas 8 sintetizam e liberam o hormonio somatostatina, 
ja as celulas PP, o polipeptidio pancreatico. 

A origem embrionaria dessas celulas e a mesma verifi¬ 
cada pelas celulas acinares e dos ductos pancreaticos As ilho¬ 
tas estao em contato direto com as celulas acinares, que as 
rodeiam e recebem cerca de 10% do fluxo sanguineo pan¬ 
creatico. Uma anastomosada rede de capilares e arteriolas su- 
pre diretamente as ilhotas, e geralmente irrigam tambem as 
celulas acinares. Esse fluxo sanguineo favorece a influencia 
dos hormonios secretados pelas celulas das ilhotas sobre o 
pancreas exocrino e vice-versa, bem como uma eficiente dis- 
tribuigao sistemica desses hormonios via sistema porta. 


A fungao do pancreas endocrino esta em promover a 
regulagao normal do metabolismo da glicose atraves da ade- 
quada sintese e libera^ao dos hormonios insulina e glucagon. 
A insulina e a responsavel pela capta^ao rapida, pelo arma- 
zenamento e pela utiliza^ao da glicose por quase todos os 
tecidos do organismo, com enfase nos musculos, no figado 
e no tecido adiposo. Sua liberagao ocorre logo apos a inges- 
ta e absor^ao de glicose. O glucagon faz com que os niveis 
sanguineos de glicose sejam mantidos, ao estimular a glicoge- 
nolise e gliconeogenese hepatica. Ele tambem disponibiliza 
acidos graxos como fontes de energia ao estimular a lipolise 
do tecido adiposo por ativa^ao da lipase das celulas adiposas. 

■ DOENgAS DO PANCREAS 
Pancreatites 

As inflamagoes do pancreas sao enfermidades relativa- 
mente comuns. O processo inflamatorio ocorre normalmen- 
te na por^ao exocrina, comprometendo sua funcionalidade. 
A sintomatologia pode ser branda ou grave, variando entre 
uma enfermidade autolimitada ate um processo sistemico 
com risco de vida. 

No Brasil, segundo dados do Datasus, de janeiro de 2008 
ate agosto de 2016 houve 220.729 internagoes por esta enfer¬ 
midade, e os obitos verificados representaram 5,7% (12.553 
obitos) destas. A Figura 8.1 apresenta as taxas de mortalidade 
(obitos por 100 mil habitantes) nos varios estados brasileiros 
para as pancreatites. Na Figura 8.2 as internagoes verificadas 
por faixa etaria e sexo podem ser observadas. 



Figura 8.1 Taxa de mortalidade por pancreatite aguda e outras do- 
en^as do pancreas nos diversos estados brasileiros entre janeiro de 
2008 e maio de 2016. 

Fonte: BRASIL. Sistema de lnforma<;6es sobre Mortalidade (SIM) TABNET/ 
DATASUS. Brasilia, 2016. 

Pancreatite aguda 

E uma inflamagao no pancreas capaz de gerar uma res- 
posta inflamatoria sistemica, de alta morbidade e relativa 
mortalidade. A lesao no parenquima pancreatico pode ser 
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Figura 8.2 Interna^oes por pancreatite aguda e outras doen^as do pancreas no Brasil entre janeiro de 2008 e maio de 2016, por faixa etaria 
e sexo. 

Fonte: Ministerio da Saude - Sistema de lnforma<;6es Hospitalares do SUS (SIH/SUS). 


revertida. Dentre suas causas etiologicas mais comuns sao en- 
contradas as colelitiases e o etilismo. A primeira e a causa mais 
prevalente entre as mulheres, e a segunda entre os homens. 
Em estudo com pacientes de um hospital de Porto Alegre 
a proporgao de 58% das mulheres com a doen^a foi maior 
comparativamente aos homens. A causa biliar foi observada 
na maioria dos casos, 61% deles. 

Tambem sao agentes etiologicos hipertrigliceridemia, 
hipercalcemia, medicamentos e drogas, lesoes isquemicas 
(choque, trombose vascular, vasculite), traumas pancreaticos, 
lesoes associadas a cirurgias ou ao exame colangiopancreato- 
grafia endoscopica retrograda (CRPE), muta^oes geneticas 
no gene do tripsinogenio-1 que o torna imune a inativagao 
pela propria tripsina (PRSS1), mutagoes no gene do inibidor 
da tripsina (SPINK1), infec^oes bacterianas ou virais, alem da 
presenga de obstrugao nos ductos pancreaticos decorrente de 
massas tumorais ou por parasitas e outros elementos. 

A forma de apresenta^ao clinica pode ser branda (leve, 
intersticial) ou severa (grave, necrosante), respectivamente, a 
resolugao pode ser rapida, aproximadamente uma semana, ou 
prolongada, durando semanas ou meses, com manifesta^oes 
sistemicas ou locais, que podem ser curadas, levar a morte ou 
deixar sequelas. A dor abdominal aguda persistente e inten- 
sa e um sintoma comum, geralmente referida para a regiao 
superior das costas. Nauseas, vomitos e perda do apetite a 
acompanham, a febre nao e frequente, mas pode ocorrer de- 
vido a resposta inflamatoria. 


E uma emergencia medica, com suas manifesta^oes 
decorrentes dos mediadores inflamatorios e substancias do 
fluido pancreatico liberadas na circulagao. Dependendo da 
severidade pode ocorrer leucocitose, hemolise, coagulagao 
intravascular disseminada, retengao de fluidos, ascite, necro¬ 
se gordurosa, infec^oes por bacterias intestinais no sitio ne- 
crotico, choque decorrente do comprometimento vascular e 
necrose tubular aguda. A morte ocorre em torno de 5% dos 
individuos por choque na primeira semana da doenga, em- 
bora a smdrome da angustia respiratoria aguda (Sara, com¬ 
prometimento pulmonar decorrente de lesao na membrana 
capilar alveolar) e insuficiencia renal aguda tambem possam 
ser complicates serias. 

E fundamental avaliar a gravidade da pancreatite agu¬ 
da no momento de seu diagnostico. O emprego de escores 
chnico-laboratoriais tern sido desenvolvido e seu uso reco- 
mendado por consenso internacional. Eles levam em con- 
sideragao diferentes condigoes clinicas e laboratoriais dos 
pacientes, como idade, oxigenagao sanguinea, parametros 
hematologicos e bioquimicos entre outros.Tres sistemas sao 
os mais usados: o de Ranson, o Apache II (Acute Physiology 
and chronic health evaluation), e o de Glasgow. A tomografia 
computadorizada e fundamental no diagnostico da necrose 
pancreatica. A proteina C-reativa, o peptidio de ativagao do 
tripsinogenio-1 (TAP) e o tripsinogenio-2 urinario tern sido 
avaliados como marcadores bioquimicos associados a maior 
gravidade da pancreatite aguda. 
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O processo patologico observado na pancreatite aguda 
evidencia um processo de autodigestao tecidual no pancreas, 
decorrente da ativa^ao inapropriada das enzimas constituin- 
tes de sua secregao digestiva normal. A tripsina pode ativar 
todas as proenzimas presentes nos granulos de zimogenio, 
como a proelastase e a profosfolipase que, ativas, atuam sobre 
a elastina dos vasos sanguineos e fosfolipidios de membrana 
dos adipocitos. A calicreina ativa o sistema de complemento 
e o sistema de coagulagao favorecendo a inflama^ao, como 
trombose e rompimento de pequenos vasos. A ativagao dessas 
enzimas do suco pode ocorrer devido a obstrugao dos ductos, 
tripsinogenio em quantidade superior ao seu inibidor pode 
ser retido, desencadeando um desequilibrio, o qual resultaria 
na ativa^ao das proenzimas. A lipase represada e ativa poderia 
levar a necrose gordurosa local, induzindo as celulas estelares 
a se diferenciarem em miofibroblastos e liberarem juntamen- 
te com o tecido necrosado e leucocitos cininas proinflama- 
torias. Outro mecanismo seria a destrui^ao direta da celula 
acinar desencadeada por virus, farmacos, isquemia e mesmo 
traumas. E um terceiro seria o comprometimento na exoci- 
tose e/ou na formagao dos granulos de armazenamento. 

Evidencias tern se acumulado sobre um papel central do 
acumulo de calcio intracelular na patogenese da pancreati¬ 
te aguda. A manutengao de concentragao elevada desse ion 
promove, inicialmente, comprometimento dos mecanismos 
de defesa celular acarretando ativagao de tripsinogenio in¬ 
tracelular. Lisossomos e granulos de zimogenios sao lesados 
no interior das celulas acinares. Ocorre necrose dessas celu¬ 
las, com derrame de proteases ativadas no espa^o intersticial, 
atingindo outras celulas vizinhas. Ativa-se um ciclo de necro¬ 
se celular em cascata, a qual resulta em comprometimento 
do parenquima pancreatico, promovendo uma inflamagao e 
edema local. Dependendo da extensao da lesao atingida, uma 
resposta inflamatoria sistemica pode ser gerada. A lesao pan¬ 
creatica pode apresentar-se como uma leve inflamagao com 
edema ate uma severa e extensa necrose com hemorragia. 

Pancreatite cronica 

Caso haja perda permanente de fungao exocrina do 
pancreas, a pancreatite sera definida como cronica. Ocorre 
destruigao irreversivel do tecido pancreatico exocrino, com 
fibrose e possivel destrui^ao de tecido endocrino em longo 
prazo. Normalmente, o doente apresentava episodios recor- 
rentes de pancreatite aguda e, tempos mais tarde, em geral, 
anos, surge insuficiencia pancreatica progressiva tanto na por- 
£ao endocrina quanto na exocrina e calcificagao nos ductos. 

Um sintoma comum aos pacientes e a dor, alem de cal- 
culos nos ductos pancreaticos com obstrugoes. Tambem no 
canal biliar pode ocorrer obstru^ao, alem de estenose duo¬ 
denal e hipertensao portal com varizes e risco de cancer 
pancreatico. O etilismo e uma das principais etiologias, mas 
hiperparatireoidismo, hipertrigliceridemia, pancreatite tro¬ 
pical, obstrugao de ducto pancreatico por tumor, pancreas 
divisum , doengas autoimunes e de origem genetica tambem 
sao fatores causais. 


Uma das causas mais comuns no Brasil e o abuso de 
alcool. Estudo em Goiania-GO mostrou ser o principal fator 
etiologico em 89% dos casos; ja em Sao Paulo-SP esteve pre¬ 
sente em 93,6% e 93,4% dos casos. 

Cancer pancreatico 

O tumor pancreatico mais comum e do tipo adenocar¬ 
cinoma, afetando principalmente a cabega do orgao. Devido 
a sua dificil detec^ao, ele apresenta alta mortalidade. O can¬ 
cer inicia-se no epitelio dos ductos, evoluindo de lesoes pre- 
-malignas ate um cancer altamente invasivo. De forma menos 
comum, tumores especificos das diferentes celulas das ilhotas 
de Langerhans podem ocorrer. Geralmente sua maior caracte- 
ristica e a hiperprodugao hormonal. Sao exemplos os insuli¬ 
nomas (celulas P) e os glucagonomas (celulas a). 

Fibrose cistica 

E uma doenga genetica de carater autossomico recessi- 
vo de grande frequencia. No Brasil sua incidencia estimada 
esta em torno 1 para 10 mil nascidos vivos. Consiste de um 
comprometimento no transporte ionico transmembranar de 
celulas epiteliais, resultando em secregoes alteradas das glan- 
dulas exocrinas e celulas de revestimento intestinal, pulmonar 
e reprodutivo. A secregao com alta viscosidade pode obstruir 
ductos de drenagem e ocasionar manifestagoes clinicas, como 
insuficiencia pancreatica, pancreatites e Diabetes mellitus. 

A causa e a deficiencia na proteina reguladora da con- 
dutancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR) devido a 
muta^oes geneticas. Nos pacientes com fibrose cistica classica 
o suor apresenta concentragao elevada de cloreto de sodio 
(suor salgado), alem de deficiencia na secre^ao de bicarbona- 
to no suco pancreatico e secregao pulmonar e intestinal com 
pouca agua. Muta^oes no gene CFRT estao associadas com 
maior propensao a pancreatite. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS 
DOENgAS DO PANCREAS 

O diagnostic o lab orator ial das enfermidades pancreati- 
cas tern sua maior aplica^ao na avaliagao de pancreatites. Os 
testes sao geralmente no sentido de avaliar a fungao exocrina 
diretamente ou testes indiretos para avaliar lesao nas celulas 
pancreaticas. Os testes indiretos tern sua fundamentagao na 
determinagao de enzimas encontradas nos fluidos biologicos, 
apos o evento agudo, enquanto os de avaliagao de fungao em 
diferentes tip os de testes. 

A avaliagao da insuficiencia pancreatica pode ser reali- 
zada com a mensuragao de atividade de enzimas e concen- 
tra^ao de eletrolitos no suco pancreatico, apos estimulagao 
com secretina. A avaliagao prognostica do cancer pancreatico 
tern sido realizada tambem pela mensura^ao do marcador tu¬ 
moral CA 19-9. A verifica^ao qualitativa ou quantitativa de 
gorduras nas fezes, assim como a presenga de atividade enzi- 
matica de tripsina e quimiotripsina e elastase nesse material 
ou, ainda, detecgao de metabolitos (excretados na urina ou 
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no ar expirado) provenientes da atividade de quimiotripsina 
a partir da ingesta de substratos especiais sao tambem usados 
na avaliagao de insuficiencia pancreatica. 

Amilase 

A enzima amilase (AMS, E.C. 3.2.1.1, a-l,4-glucano-4- 
-glucanohidrolase) catalisa a hidrolise das ligagoes glicosidicas 
do tipo a-1,4 em polissacarideos. Esta enzima degrada mole- 
culas de amido, amilopectina, amilose e glicogenio em com- 
ponentes menores. O resultado da catalise enzimatica sobre o 
polissacarideo e a formagao de dextranas, maltose e moleculas 
de glicose. 

A amilase e encontrada nas glandulas salivares e no pan¬ 
creas. A enzima necessita ions cloretos e calcio para atividade 
otima como cofatores, sendo o pH ideal de 6,9 a 7,0. Tern 
peso molecular entre 55 e 60 mil daltons, sendo assim li- 
vremente filtrada nos glomerulos, podendo ser detectada na 
urina. 

Sao encontradas no soro duas diferentes isoenzimas: a 
tipo-S, de origem salivar, e a tipo-P, pancreatica. Sao conhe- 
cidas pelo menos seis isoformas para essas duas isoenzimas, 
as quais tern diferentes migrates eletroforeticas e podem 
ser separadas por diferentes metodos. Baseados em diferentes 
principios, que empregam diferentes substratos, existem mui- 
tos metodos para analise de amilase. Os metodos podem ser 
classificados em tres grupos distintos, conforme as diferentes 
tecnicas para detec^ao do produto formado, tecnicas, amilo- 
clasticas, sacarogenicas e cromogenicas. 

As primeiras utilizam o amido como substrato, e a ativi¬ 
dade e medida pela sua hidrolise, com detec^ao dos produ- 
tos do amido por turbidimetria, nefelometria ou atraves da 
complexa^ao com iodo (iodometricas). Nas tecnicas sacaro¬ 
genicas os monossacarideos e/ou dissacarideos liberados sao 
medidos na avaliagao da atividade enzimatica. Empregam-se 
varias formas para a detec^ao dos produtos formados, como 
rea^oes enzimaticas acopladas para a detec^ao de glicose. 
As tecnicas mais comumente utilizadas atualmente sao as 
cromogenicas, por serem rapidas, com excelente precisao, 
e de facil execugao. Nestas o substrato e um polissacarideo 
ou oligossacarideo (com glicoses unidas atraves de ligagoes 
glicosidicas) acoplado a um corante. Ao agir sobre o carboi- 
drato complexo, a amilase libera o corante e sua atividade 
pode ser determinada pela varia^ao colorimetrica obser- 
vada. 

A determinagao de amilase e realizada geralmente no 
soro, entretanto concentrates na urina — liquidos ascitico, 
peritoneal e pleural — podem ser determinadas com a maio- 
ria das tecnicas de dosagem. Os liquidos podem ser emprega- 
dos para a avaliagao de derrame da enzima para os mesmos. 
Exceto heparina, os demais anticoagulantes podem quelar 
calcio, inibindo a atividade da enzima em ate 15%, assim so- 
mente plasma heparinizado pode ser empregado para analise. 
A atividade da enzima e estavel por quatro dias em tempe- 
ratura ambiente, duas semanas a 4 °C, um ano a -25 °C e ate 
cinco anos a -75 °C. 


A principal utilidade da medida de amilase total ou 
isoenzimas pancreaticas e auxiliar no diagnostico de pancrea- 
tites agudas. No soro desses pacientes, a enzima tipicamente 
eleva-se dentro de 2 a 12 horas do aparecimento dos sinto- 
mas, alcangando um pico em 24 horas (normalmente acima 
de cinco vezes o limite superior de referenda), permane- 
cendo em niveis elevados por tres a sete dias. Na urina de 
pacientes com pancreatites agudas os niveis de amilase total 
tambem se encontram elevados e podem permanecer assim 
por ate dez dias. As medidas de amilase total apresentam me- 
nor especificidade diagnostica, pois elevates sericas sao ve- 
rificas em apendicites, doengas renais, cetoacidose diabetica, 
gravidez ectopica e muitas outras enfermidades nao pancrea¬ 
ticas. A isoenzima P e valiosa na diferenciagao de pacientes 
com pancreatites de outras enfermidades, contudo devido a 
dificuldades tecnicas geralmente nao e empregada. 

Lipase 

A principal fonte da enzima lipase (LPS; E.C. 3.1.13; a 
triacilglicerol acil-hidrolase) e o pancreas. Armazenadas nos 
granulos das celulas acinares, 99% dessas enzimas sao liberadas 
no sistema de ductos e chegam ao duodeno para exercer sua 
a^ao hidrolitica sobre as gorduras neutras. Apenas 1% pode 
alcan^ar a circula^ao sistemica via vasos linfaticos e capilares 
pancreaticos. A diferen^a de concentragao entre o plasma e 
este orgao para esta enzima e de 20 mil vezes. Outras fontes 
de lipase sao: duodeno, figado, pulmao, leite humano, tecido 
adiposo e leucocitos, entre outros. 

A concentra^ao plasmatica da enzima eleva-se geral¬ 
mente entre 4 e 8 horas apos o surgimento dos sintomas de 
pancreatite, alcangando picos em torno de 24 horas e perma- 
necendo elevada por ate 8 a 14 dias. A meia-vida plasmatica 
desta enzima e de 6,9 a 13,7 horas e superior aquela da ami¬ 
lase, permanecendo sua atividade aumentada por mais tempo 
do que a da amilase. 

Essa hidrolase e uma serina-protease, apresentando em 
seu sitio catalitico residuos dos aminoacidos, acido aspartico, 
histidina e serina. Ela apresenta um sitio de reconhecimento 
do substrato hidrofobico e seu cofator proteico colipase e 
fundamental para a interagao com esse substrato. Existe em 
duas formas moleculares nas celulas acinares pancreaticas e no 
soro de individuos saudaveis. Nos casos de pancreatites e pos- 
sivel observar ate quatro bandas eletroforeticas. Ela apresenta 
peso molecular entre 46 mil a 56 mil daltons. Seu pH otimo 
e de 7,5 a 10,0, e modulada por calcio e sais biliares. 

Os ensaios para lipase sao rapidos e de baixo custo, po¬ 
dendo ser comparaveis aos de amilase. Entretanto, a fragao 
geralmente observada no soro e de origem pancreatica, o que 
acarreta maior especificidade ao ensaio. Os ensaios apresen¬ 
tam para a pancreatite aguda sensibilidades diagnosticas va- 
riando de 53% a 100%, e especificidades entre 85% a 99%. 
Maior especificidade e sensibilidade sao observadas ao utili- 
zar-se como pontos de corte valores superiores a tres vezes o 
limite superior de referenda (LSR). No Brasil, sensibilidade 
de 92% a 76% e especificidade de 77% a 94% foram observa- 


94 


Parte 3 



Pancreas 


das no diagnostico de pancreatite aguda, variando os pontos 
de corte entre o limite superior de referenda e cinco vezes 
este valor. Os melhores indices diagnosticos foram encontra- 
dos com um limite de duas vezes o LSR, tanto para a lipase 
quanto para a amilase. 

O pancreas e a maior fonte de lipase plasmatica e, assim, 
sua acuracia diagnostica e superior a determinagao de ativi- 
dade da amilase plasmatica total. Sua sensibilidade diagnostica 
e maior na avaliagao de pancreatites ocasionadas pelo abuso 
da ingestao de alcool. Relagao entre lipase e amilase superior 
a 3 foi observada em pacientes de hospital publico de Uber- 
landia, que apresentavam pancreatite aguda de causa alcooli- 
ca. Em pacientes com doenga de causa biliar esta relagao foi 
menor. 

A determinagao da atividade de lipase pode ser realizada 
por diferentes metodologias. Metodos titulometricos permi- 
tem a medida da velocidade da rea^ao enzimatica, atraves da 
medida do acido graxo liberado por a^ao da lipase. Meto¬ 
dos colorimetricos permitem a detec^ao dos acidos graxos 
por reagoes de mudangas cromaticas verificada em indicador 
vermelho de metila presente no sistema de reagao. Ensaios 
imunometricos podem envolver aglutinagao do latex fixado 
em anticorpos antilipase ou formagao de um produto corado 
atraves de um anticorpo contra lipase conjugado com pero¬ 
xidase. Metodologia turbidimetrica tambem tern sido em- 
pregada, e a atividade enzimatica e diretamente proporcional 
a diminuigao na turbidez gerada pelo consumo de substrato 
(emulsao oleo-agua). Metodos espectrofotometricos acopla- 
dos a reagoes enzimaticas tern sido desenvolvidos para ava- 
liagao da lipase. Geralmente esses metodos tern menor custo 
e sao de facil realizagao. O produto final da reagao da lipase 
e o glicerol, o qual e determinado enzimaticamente com a 
forma^ao de um cromogeno (metilresorufma) com absor- 
£ao maxima em 570 nm. As condigoes de ensaio permitem 
o consumo de glicerol endogeno para que nao interfira na 
reagao. 

Tripsina e tripsinogenio 

Nas celulas acinares humanas a enzima Tripsina (EC 
3.4.21.4) e sintetizada na forma de proenzima inativa, o Trip¬ 
sinogenio. Ela hidrolisa as liga^oes peptidicas entre residuos 
de lisina ou arginina com outros residuos de aminoacidos 
de cadeias polipeptidicas. Ela pertence a familia das serinas 
proteases e apresenta peso molecular entre 23.400 a 25.000 
daltons. O pH otimo da enzima para os substratos naturais 
esta entre 8,0 a 10,0. Calcio e magnesio sao ativadores de sua 
atividade, e anions como cianetos, citratos, fluoretos e sulfe- 
tos, bem como compostos organicos podem inibi-la. 

Por meio de eletroforese e possivel detectar duas formas 
predominantes da proenzima: a cationica, o tripsinogenio-1; 
e a anionica, o tripsinogenio-2. Cerca de 20% das proteinas 
totais do suco pancreatico sao representadas pelos dois trip- 
sinogenios. Dois tergos desse total e constituido pela forma 


cationica. As proenzimas sao convertidas nas enzimas ativas 
na luz do duodeno por a^ao da enteroquinase. Essa protease 
intestinal cliva uma por^ao de 5 a 8 residuos aminoterminais 
dessas proenzimas, o peptideo de ativa^ao da tripsina (TAP, 
do ingles, tripsinogen activation peptide ). 

No ser humano ela e produzida quase exclusivamente no 
pancreas, com pouquissima atividade enzimatica encontrada 
nas celulas intestinais. Pequena concentra^ao dessas enzimas e 
suas proenzimas estao presentes na circulagao. As enzimas sao 
rapidamente inativadas pela complexa^ao com os inibidores 
oq-antitripsina e oq-macroglobulina. O sistema reticulo en- 
dotelial retira de circulagao os complexos formados rapida¬ 
mente. As proenzimas, devido ao seu pequeno tamanho, sao 
livremente filtradas nos glomerulos, sendo o tripsinogenio-1 
reabsorvido e catabolizado em maior proporgao pelas celu¬ 
las tubulares. O tripsinogenio-2 (anionica) e, assim, o maior 
componente verificado na urina em contraste ao seu conteu- 
do no sangue, onde a proenzima cationica e mais abundante. 

Imunoensaios sao empregados para a determinagao de 
tripsina e seus produtos em soro e urina. O imunoensaio, 
denominado tripsina imunorreativa (IRT), detecta a forma 
tripsina-1 complexada ao inibidor plasmatico, bem como 
tripsinogenio-1. Rotineiramente, sua utilidade no diagnosti¬ 
co clinico de pancreatites nao apresenta significativa diferen- 
ga se comparado aos ensaios para amilase e lipase. 

Em criangas com fibrose cistica a tripsina imunorreativa 
tern sido empregada para triagem neonatal (teste do pezi- 
nho). A tripsina imunorreativa e realizada conjuntamente ao 
teste de fenilcetonuria, hipotireoidismo congenito e hemo¬ 
globin op atias. Ao nascimento, criangas com fibrose cistica 
podem apresentar niveis elevados de tripsinogenio os quais 
rapidamente caem para niveis abaixo da normalidade apos os 
trinta dias de vida. 

Estudos de avaliagao de programas de triagem neonatal 
para fibrose cistica no Parana, Sao Paulo, Minas Gerais e Santa 
Catarina tern demonstrado incidences de 1:9.520, 1.8403, 
1:9.115 e 1:8.776 respectivamente. Foram empregados pon¬ 
tos de corte no valor de 70 ng/mL (papel filtro com sangue 
total) para a IRT na primeira e na segunda dosagem (caso a 
coleta ocorresse entre 3 a 4 semanas de vida), representando 
o percentil 99,8% de populagao. 

A pesquisa do tripsinogenio-2 urinario e serico por 
imunometria tern sido implementada e parece ter utilidade 
similar aquela encontrada para a amilase serica, sendo consi- 
derado um teste de boa capacidade para descartar pancrea¬ 
tites agudas em emergences hospitaEres. A implementagao 
de metodologia imunocromatografica em tiras reativas tern 
facilitado sua disseminagao para avaliagao clinica, e estudos 
reveEm sensibilidade diagnostica variando entre 68% a 100%, 
e especificidade diagnostica em torno de 85% a 96%. Esse 
teste parece ter excelente capacidade discriminatoria de se- 
veridade nas pancreatites agudas, sendo recomendado seu uso 
com este fim. 
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■ CASOS CUNICOS 
Caso 1 

Uma mulher de 65 anos apresentando dores abdomi- 
nais, nauseas e vomitos nos ultimos tres dias foi atendida na 
emergencia de um hospital.Tinha historico de Infarto Agudo 
do Miocardio (IAM) previo, hipertensao desde os 50 anos, e 
hiperlipidemia. Sem historico familiar ou proprio de pan- 
creatite, alem de a paciente ter relatado nao ingerir alcool 
e tambem nenhum trauma. Medicares que usava de for¬ 
ma constante incluiam enalapril, atenolol e rosuvastatina. Era 
alergica a varios antibioticos. Recentemente havia substitui- 
do o seu agente hipolipemiante, e a dose de rosuvastatina era 
de 20 mg ao dia. Apresentava abdome distendido, com sensi- 
bilidade na regiao superior, e niveis plasmaticos de amilase de 
1.278 U/L (referenda, 25 a 115 U/L), lipase de 11.790 U/L 
(referenda 73-393 U/L), as atividades das aminotransferases 
(ALT e AST), fosfatase alcalina e gamaglutamil-transferase 
encontravam-se dentro das faixas de referenda, assim como 
bilirrubinas totais. O hemograma apresentou parametros 
dentro dos limites de referenda. O perfil lipidico tambem 
estava dentro da faixa referencial, assim como troponinas e os 
marcadores tumorais CA 19-9 e CEA. Foi solicitada ultrasso- 
nografia abdominal, que indicou inexistencia de coledocoli- 
tiase e tomografia computadorizada abdominal que revelou 
edema pancreatico sem necrose ou calcifica^ao. A suspensao 
do uso de rosuvastatina melhorou o quadro clinico da pa¬ 
ciente, que recebeu alta em poucos dias. 

1. Qual e a provavel suspeita clinica? 

a) carcinoma pancreatico; 

b) hepatite; 

c) pancreatite; 

d) litiase biliar. 

2. Considerando a confirmagao da suspeita clinica pelos 

resultados dos exames de imagem solicitados, qual seria a 

causa provavel desta? 

a) medicamentosa; 

b) alcoolica; 

c) hiperlipidemia; 

d) biliar. 

3. A atividade de lipase estar dez vezes mais elevada do que 

a de amilase e justificada, pois? 

a) O pancreas apresenta niveis de amilase e lipase em 
concentrates diferenciadas e a variagao esta associa- 
da as tecnicas empregadas na dosagem. 

b) O pancreas apresenta niveis de amilase e lipase em 
concentrates iguais e a variagao esta associada com 
maior meia-vida da lipase na circulate geral. 

c) O pancreas apresenta niveis de amilase e lipase em 
concentrates diferenciadas e a variagao esta associada 
com maior meia-vida da amilase na circulate geral. 

d) O pancreas apresenta niveis de amilase e lipase em 
concentrates diferenciadas, determinando niveis plas¬ 
maticos mais persistentes da lipase presente em maior 
concentrate, e uma menor meia-vida da amilase. 


Caso 2 

Um universitario de 19 anos com historico anterior de 
pancreatite aguda deu entrada na emergencia pela manha, com 
dor abdominal epigastrica. O paciente estava febril, e tivera 
dificuldade em dormir devido a dor iniciada as 23 horas. Horas 
antes havia ingerido vodca e cerveja em quantidade aprecia- 
vel em uma festa de sua turma da faculdade. Apresentava-se 
edemaciado. Os resultados dos exames laboratoriais realizados 
em amostra sanguinea coletada com EDTA foram hematocri- 
to de 46,4 (41,0-53,0 VR homens), hemoglobina 17,2 g/dL 
(13,5-17,5 g/dL; VRhomens); Leucocitos 5.200/mm 1 2 3 (5.000 
a 10.000/mm 3 ); Amilase 110 U/L (referenda, 25 a 115 U/L); 
gamaglutamil-transferase 120 U/L (< 60 U/L,VR homens) 
creatinina 3,0 mg/dL (0,4 a 1,4 mg/dL,VR) no exame de 
urina de rotina foi observado proteinas positivo (++++); com 
30.000 celulas renais/mL, cilindros granulosos 3.000/mL e ci- 
lindros celulares 1.000/mL. Foi solicitada ultrassonografia de 
abdome, o qual revelou ausencia de litiase biliar e ascite. O 
pancreas nao foi bem visualizado devido aos gases intestinais. 
Foi realizado o tripsinogenio-2 urinario com resultado positi¬ 
vo. Uma tomografia computadorizada do abdome com con- 
traste venoso foi realizada apos o quinto dia de hospitalizagao, 
quando o quadro renal ja havia normalizado. O paciente per- 
maneceu em unidade de tratamento intensivo por 15 dias, sen- 
do posteriormente transferido para enfermaria, recebendo alta 
apos vinte dias de internagao. Sendo realizados previamente 
testes geneticos para mutates em PRSS1, SPINK1 e CFTR. 
Duas mutates neste ultimo gene foram detectadas. 

1. Considerando que a confirmagao da suspeita clinica 
pelos resultados dos exames de imagem solicitados foi 
pancreatite aguda, qual seria a causa provavel desta? 

a) medicamentosa; 

b) hiperlipidemia; 

c) genetica desencadeada pelo alcool. 

2. A Insuficiencia Renal Aguda desencadeada pela doenga 
de base deste paciente pode ser percebida pelo valor de 
creatinina plasmatica e presenga de: 

a) Cilindros granulosos e celulares decorrentes da ne¬ 
crose tubular aguda. 

b) Cilindros granulosos e celulares decorrentes da glo- 
merulonefrite aguda. 

c) Cilindros granulosos e celulares decorrentes da sin- 
drome nefrotica. 

d) Cilindros verificados e das celulas renais associadas a 
pielonefrite. 

3. O tripsinogenio urinario foi util para o nao descarte da 
suspeita clinica inicial. A amilase, entretanto, estava com 
valores normais. Qual a justificativa para este fato? 

a) Amilase apresenta-se diminuida na insuficiencia re¬ 
nal aguda (IRA). 

b) O tripsinogenio-2 nao sofre alteragao em sua con¬ 
centrate no caso de IRA. 

c) Amilase e tripsinogenio-2 nao tern correlate clini¬ 
ca com a doenga diagnosticada. 

d) O valor de amilase total foi inibido devido ao EDTA, 
quelante de calcio. 
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Doengas Renais 


■ INTRODUgAO 

O rim e orgao par, localizado no espago retroperitoneal, 
em formato de feijao, com coloragao avermelhada. Nos in- 
dividuos adultos, cada rim apresenta em torno de 12 cm de 
altura e cerca de 150 g, sendo o rim direito levemente infe¬ 
rior ao rim esquerdo. Dentre as diversas fungoes renais desta- 
cam-se a eliminagao de catabolitos produzidos diariamente, a 
regulagao da homeostase hidroeletrolitica, a manutengao do 
equilibrio acidobasico, a regulagao da pressao arterial siste- 
mica, a sintese de hormonios, e a degradagao de peptideos 
circulantes. 

O rim apresenta duas faces, dois bordos e duas extremi- 
dades (Figura 9.1). O hilo renal esta situado na borda medial, 
com uma reentrancia por onde entram e saem arterias e veias, 
nervos, vasos linfaticos e ureter. O rim apresenta um teci- 
do homogeneo, que se distribui perifericamente, conhecido 
como cortex renal, e uma regiao central, a medula renal. A 


medula renal possui prolongamentos que formam as colunas 
renais, onde se localizam as piramides renais, que apresentam 
disposigao raiada por onde a urina goteja nos pequenos cali- 
ces. Esses pequenos calices em numero de quatro formam um 
grande calice, que desemboca no ureter. 

Para que se entenda o uso dos biomarcadores renais na 
pratica clinica e laboratorial e imprescindivel que se com- 
preenda o processo fisiologico de formagao da urina, assim 
como a patogenia das principais doengas renais. 

A formagao da urina se da por meio de um fluxo san- 
guineo renal, da filtragao glomerular e dos processos tubulares 
de reabsorgao e secre^ao. Tais processos ocorrem na unidade 
funcional dos rins, ou seja, nos nefrons. Existe cerca de 1,5 mi- 
lhao de nefrons por rim (Figura 9.2), que uma vez lesionados, 
perdem sua fungao de forma irreversivel. Cada nefron apre¬ 
senta Glomerulo,Tubulo Contorcido Proximal (TCP), Alga 
de Henle (AH), Tubulo Contorcido Distal (TCD) e Tubo 
Coletor. 


Cortex renal 

Medula renal 
(com piramide) 

Papila renal 

Coluna renal 
(de Bertin) 

Radiagoes medulares 
(parte radiada) 

Base da piramide 


Rim direito seccionado em varios pianos, 
expondo o parenquima e a pelve renal 



Capsula fibrosa 

Calices renais menores 

Vasos sanguineos entrando 
no parenquima renal 

Seio renal 

Calices renais maiores 
Pelve renal 
Gordura no seio renal 

Calices renais menores 
Ureter 


Figura 9.1 Rim direito seccionado em varios pianos, expondo o parenquima e a pelve renal. 
Fonte: Riella, 2010. 
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Ureter 


Capsula renal 


Tiihulo distal 



Arteriola eferente (que 
conduz para fora) 


Figura 9.2 Apresenta^ao do rim em corte longitudinal, e o nefron, sua 
Fonte: Adaptada de Cheida, 2002. 

Filtragao glomerular 

O glomerulo e um ultrafiltro corpuscular arredondado, 
com lobos capilares em espiral, com aproximadamente 0,2 mm 
de diametro, contido numa especie de saco conhecido como 
Capsula de Bowman. A filtra^ao glomerular e um processo 
fisico que ocorre por meio de barreiras nao seletivas, que 
retem substancias conforme o peso molecular (pm). Basi- 
camente, ficam retidas as celulas e as proteinas de alto pm 
(> 70000 D), apresentando permeabilidade variavel para pro¬ 
teinas entre 15.000 e 70.000 D e permeabilidade para protei¬ 
nas pm < 15.000 D. Dai vem os valores de referenda (VR) 
para proteinuria, em urina ao acaso, entre 0 e 10 mg/dL, e 
urina de 24 horas entre 0 e 150 mg/24 horas. 

Reabsor<;ao tubular 

Ocorre por transporte ativo e/ou passivo de substancias 
do interior do tubulo renal para os capilares peritubulares 
que o circundam. Aproximadamente 99% do filtrado e reab- 
sorvido. Sao filtrados aproximadamente 125 mL de sangue 
por minuto para a formagao de 1 mL de urina. O excedente 
(124 mL) corresponde as substancias essenciais ao organismo 
como agua, glicose, aminoacidos, que sao reabsorvidas duran¬ 
te a passagem do filtrado pelos tubulos renais. O Limiar Renal 
corresponde a concentra^ao acima da qual a substancia nao 
sera reabsorvida e aparece na urina, como exemplo, a glicose. 
Isso ocorre porque os processos de reabsor^ao sao saturaveis, 
apresentando um limite especifico para cada substancia. No 
exemplo da glicose o limiar renal corresponde a concentra- 
gao plasmatica de cerca de 160 a 180 mg/dL, apesar de este 


unidade funcional. 


valor apresentar variabilidade entre os individuos. No TCP 
ocorre reabsor^ao de agua (80%) secundaria a reabsor^ao dos 
solutos (70% Na + , 100% glicose, K + , Mg ++ , ureia, fosfato, aci- 
do urico). No ramo descendente da AH ocorre reabsorgao 
de agua, mas e impermeavel aos solutos, enquanto, no ramo 
ascendente da AH ocorre reabsorgao dos solutos, sendo im¬ 
permeavel a agua. O TCD sofre a^ao da aldosterona (siste- 
ma renina-angiotensina-aldosterona) para reabsorver o Na + 
e secretar H + e K + , regula a excregao do Ca + e, nas porgoes 
finais do TCD e TC ocorre a agao do hormonio antidiure- 
tico (ADH) conforme o estado de hidratagao do organismo. 

Secreqao tubular 

E um processo pelo qual os solutos saem dos capilares 
peritubulares para os tubulos renais por transporte ativo, 
ou seja, ocorre a secre^ao das substancias como H + (TCP), 
K + (TC), fosfato, drogas, medicamentos e outras substancias 
secretadas, que fmalmente vao compor a urina. 

■ PRI NCI PAIS PATOLOGIAS RENAIS 

As principais patologias renais glomerulares e tubulares es- 
tao descritas no Quadro 9.1. A filtracao da maioria das proteinas 
plasmaticas e celulas sanguineas e dificultada pelas caracteristicas 
fisico-quimicas e de carga eletrostatica da membrana glomeru¬ 
lar. As patologias glomerulares sao compativeis com a presenga 
de proteinuria e hematuria, consideradas pelo Kidney Disease: 
Improving Global Outcomes (KDIGO) como importantes sinais 
precoces de doenca renal, assim as glomerulopatias representam 
doen^a renal potencialmente progressiva e podem levar ao de- 
senvolvimento de insuficiencia renal aguda ou cronica. 
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Quadro 9.1 Principals patologias glomerulares e tubulares. 

Patologias glomerulares 

Principals caracteristicas 

Glomeruloesclerose focal 

"Focal" indica que apenas alguns glomerulos sao afetados, sendo que inicialmente afeta 
os glomerulos justamedulares no cortex renal. 

Sindrome nefrotica 

Caracterizada por edema, proteinuria maciga, hipoproteinemia e hiperlipemia. 

Nefropatia membranosa 

Flistologicamente, caracteriza-se por um espessamento regular e difuso da membrana 
basal capilar devido a formagao de complexos imunes. 

Nefropatia diabetica 

E uma das complicagoes do diabetes mellitus devido a uma microangiopatia diabetica. As 
lesoes mais importantes sao glomeruloesclerose diabetica e espessamento das arteriolas 
glomerulares aferentes. 

Glomerulonefrite aguda 

Ocorre edema, hipertensao e oliguria cerca de 1-3 semanas apos infecgao por 
estreptococo p-hemolitico do grupo A. Os complexos imunes formados se depositam na 
parede capilar glomerular. 

Glomerulonefrite 

progressiva 

Pode surgir como doenga primaria ou secundaria, sendo causada por uma inflamagao 
severa do capilar glomerular que pode progredir para DRC dentro de semanas a meses. 

Nefropatia por IgA 

Encontram-se depositos granulares de IgA e complemento na area mesangial glomerular, 
sendo que e uma das principals causas de DRC. 

Patologias tubulares 

Principals caracteristicas 

Pielonefrite aguda/cronica 

E considerada infecgao do trato urinario ascendente, que afeta quase todas as estruturas 
do rim, incluindo os tubulos. A forma aguda e causada por uma infecgao bacteriana, e 
a cronica ocorre por infecgoes de repetigao que levam a uma reagao do sistema imune 
produzindo um quadro de lesoes. Caracterizada por presenga ou nao de bacteriuria 
(urocultura positiva ou negativa), intensa leucocituria e presenga de cilindros leucocitarios 
na urina. 

Litiases 

E doenga calculosa renal com diversos fatores clinicos e biologicos envolvidos na 
litogenese. Laboratorialmente, pode ser solicitada a analise da composigao quimica do 
calculo e o parcial de urina apresenta hematuria microscopica com ou sem a presenga do 
cristal correspondente. 


Fonte: Adaptado de Hauser AB, 2008; Hauser AB, 2009. 


■ DOENgA RENAL CRONICA 

A Doenga Renal Cronica (DRC) e caracterizada por 
perda progressiva e irreversivel da fungao renal, ocasionada 
por lesao dos nefrons por um periodo igual ou superior a tres 
meses. Inicialmente a DRC era classificada em estagios, de 
acordo com a medida da taxa de filtragao glomerular (TFG), 
e os pacientes com TFG <15 mL/min apresentavam insufi- 
ciencia renal terminal, sendo necessaria a terapia substitutiva 
da fungao renal (dialise ou transplante). Atualmente, a clas- 
sificagao prognostica para DRC, de acordo com o Kidney 
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO, 2012) considera 
a TFG e a albuminuria. A cor azul indica que nao ha DRC se 
nao houver outros marcadores que a definam; amarelo indica 
risco moderado; laranja, alto risco; e vermelho, risco muito 
alto (Quadro 9.2). 


A DRC constitui importante problema de saude publica 
em todo o mundo. Segundo Censo 2011 da Sociedade Brasilei- 
ra de Nefrologia, existe cerca de 10 milhoes de brasileiros com 
DRC nos cinco estagios, aproximadamente 90 mil pacientes em 
estagio final, recebendo terapia substitutiva de fungao renal, e a 
taxa de mortalidade anual estimada e de 14 mil pacientes dia- 
liticos. A DRC e multicausal, tratavel de varias maneiras, con- 
trolavel, mas incuravel, progressiva e com elevada morbidade e 
letalidade. O esclarecimento da populagao sobre o significado 
e a natureza assintomatica e progressiva da doenga, bem como 
o controle dos fatores de risco sao passos importantes para a 
prevengao primaria. Assim como a utilizagao de biomarcadores 
laboratoriais para o reconhecimento precoce de pacientes em 
estagios iniciais da DRC poderia reduzir o aumento no numero 
dos pacientes uremicos, e a alta taxa de mortalidade. 
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Quadro 9.2 Classificagao prognostica para a doenga renal cronica (DRC). 


Taxa de filtragao glomerular 
(Categorias, descrigao e faixas) 

(Categ 

Albuminuria 

orias, descrigao e faixas) 



A1 

A2 

A3 


Normal a levemente 
aumentada 

Moderadamente 

aumentada 

Severamente 

aumentada 


< 30 mg/g 

30-300 mg/g 

> 300 mg/g 



G1 Normal ou aumentada >90 

G2 Levemente diminuida 60-89 

G3a Levemente a 45-59 

moderadamente 
diminuida 

G3b Moderadamente a 30-44 

severamente diminuida 

G4 Severamente diminuida 15-29 

G5 Insuficiencia renal <15 


Fonte: KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes, 2012). 

Legenda: Branco = nao ha DRC, se nao houver outros marcadores; Cinza = risco moderado; Azul = risco alto e Preto = risco muito alto. 


■ BIOMARCADORES NO DIAGNOSTICO DA DRC 
Creatinina serica e taxa de filtraqao glomerular 

A avaliagao laboratorial da fungao renal e extrema- 
mente importante para se diagnosticar e estadiar o paciente 
com DRC (Quadro 9.2). A maneira mais importante para 
se mensurar a fungao renal e a medida da Taxa de Filtragao 
Glomerular (TFG). A dosagem de creatinina serica fornece 
informagao sobre a TFG, mas nao e um bom marcador para 
se estimar a FG se usado de forma isolada. 

A creatinina e um produto residual da creatina, que esta 
presente na fibra muscular com fungao energetica. De forma 
espontanea, a creatina perde agua e se transforma na creatinina, 
que sem atividade biologica e liberada na circulacao para ser 
excretada pelos rins. As vantagens da dosagem de creatinina sao 
precisao e custo adequados por conta dos metodos utilizados, 
como a reagao de Jaffe e metodos enzimaticos especificos. Em 
relagao aos aspectos analiticos da dosagem de creatinina, a rea¬ 
gao de Jaffe soffe interferencias in vitro, positiva por cefalospori- 
nas e corpos cetonicos, e negativa por bilirrubina; e os metodos 
enzimaticos soffem interferencia de N-acetilcisteina e dipirona. 
Alem das interferencias analiticas, o ritmo de excregao da crea¬ 
tinina nao e constante entre os individuos e a sua concentracao 
e uma combinagao de filtragao e secregao, podendo ser pouco 
precisa, principalmente em pacientes com disfungao renal, lem- 
brando que o ideal para uma substancia ser usada como marca¬ 
dor da FG e que seja totalmente filtrada (nem secretada e nem 
reabsorvida).Acredita-se que aproximadamente 50% dos indivi¬ 
duos com baixa TFG ainda apresentam creatinina serica dentro 


dos limites de normalidade. Outra desvantagem e a interferen¬ 
cia por fatores independentes da FG, tais como: massa muscu¬ 
lar, idade, sexo, raga, superficie corporal, dieta e drogas. Como a 
creatinina e derivada do metabolismo da creatina muscular, a sua 
produgao e diretamente proporcional a massa muscular. Assim, 
e de se esperar que a sua produgao seja maior nos homens do 
que nas mulheres, e maior nos jovens comparados aos idosos.A 
influencia da raga e importante em alguns grupos etnicos e ragas. 

O exame laboratorial em urina de 24 horas, clearance de 
creatinina, e ainda muito solicitado, mas em geral nao e mais 
confiavel para medir a TFG do que se calculada por equates. 
Esse fato pode ser justificado por erros de coleta, como difi- 
culdade em colher a urina de 24 horas, e as variagoes diarias 
na excregao da creatinina, alem das ja comentadas. 

Taxa de filtratjao glomerular estimada (TFGe) 

Segundo Pecoits-Filho (2004), o valor da creatinina se¬ 
rica ajustado por meio das equates para se calcular a TFG 
deve ser utilizado como escolha para a avalia^ao da fungao 
renal. O uso das equagoes tern como vantagem fornecer um 
ajuste para as variagoes que interferem na produ^ao de crea¬ 
tinina como sexo, idade, superficie corporal e raga. 

Conforme Quadro 9.3, varias equagoes foram desenvol- 
vidas para predizer a TFG em adultos e criangas. A Equagao 
de Cockcroft-Gault foi amplamente usada e validada. A unica 
desvantagem e a ausencia de padronizagao para a area da su¬ 
perficie corporal. Posteriormente foi desenvolvida a formula 
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD), que permite o 
ajuste de acordo com a area de superficie corporal e sua ver- 


102 


Parte 3 













Doencas Renais 


sao simplificada necessita apenas de dados relacionados a idade, 
sexo e raga. No Brasil, a defini^ao da raga pode ser um fator 
limitante, devido a intensa miscigenagao racial. Atualmente, 
recomenda-se a utilizagao da formula do “ The Chronic Kidney 
Disease Epidemiology Collaboration Equation” ( CKD-EP1 ), que 
diminui a discrepancia observada entre aTFGe eTFG real de- 
terminada com padrao-ouro iotalamato (marcador exogeno), 
alem de ser um bom preditor de risco para DRC. Lembrando 
que para valores da FG < 60 mL/min/1,73 m 2 , a correlagao 
entre TFGe, utilizando qualquer uma das equagoes, e a TFG 
real, e muito boa. Em pediatria, a equagao de Schwartz e a de 
Counahan-Barrat sao utilizadas e se baseiam na altura como 
estimativa da massa muscular, apesar de que esta formula se tor- 
na imprecisa a medida que a TFG cai. Em idosos, o diagnostico 
de DRC deve ser estabelecido com base em outro marcador, 
alem da TFG, devido ao fato de que a TFG diminui como par¬ 
te do processo de envelhecimento do organismo, sendo dificil 
estabelecer diferen^as entre diminuigao da TFG relacionada 
com a idade ou com a DRC. 


Existem calculadores on-line no site da Sociedade Brasi- 
leira de Nefrologia (www.sbn.org.br) ou da National Kidney 
Foundation (www.kidney.org), que facilitam o uso das formu¬ 
las. Dentro desse contexto, recomenda-se que os laboratories 
determinem aTFGe (CKD-EPI) a partir das dosagens sericas 
de creatinina sempre que estas forem solicitadas (simultanea- 
mente aos calculos do clearance de creatinina ). 

O exame parcial de urina e sua correlapao com 
os demais biomarcadores 

Tanto nos casos em que e dificil estabelecer diferen^as 
entre diminui^ao da TFG relacionada com a idade ou com 
a DRC, quanto na populagao em geral, o exame parcial de 
urina pode representar importante auxilio no diagnostico das 
doencas renais. A detec^ao de hemacias e de proteinas pode 
ser o primeiro sinal de que ha problema renal. Em casos mais 
avangados podem aparecer os cilindros, unicos elementos 
exclusivamente renais (Figura 9.3). Os cilindros se formam 



Figura 9.3 (A) Cilindro eritrocitario granular e (B) Cilindro granuloso. 
Fonte: Adaptada de Birch, D.F.; et ai, 2001. 


Quadro 9.3 Formulas usadas para estimar a TFG (TFGe). 

Equagao de Cockroft-Gault: 

TFGe (mlVmin) = (140-idade) x peso x (0,85 se mulher)/72 x creat ser 
Equagao MDRD simplificada: 

TFGe (mlVmin/1,73 m 2 ) = 186 x (creat ser )~ 1154 x idade -0 ' 203 x (0,742 se mulher) x (1,210 se negro) 

Equagao CKD - EPI: 

TFGe (mlVmin/1,73m 2 ) = 141 x [min(Scr/k),1)_ x max(Scr/k),1) -1,209 x idade-0,993 x 1,018 (se mulher) x 1,1 57 
(se negro) 

a = 0,329 se mulher, e 0,411 se homens; /c = 0,7 se mulher, e 0,9 se homem 

Formula de Schwartz: 

TFGe (mlVmin) = 0,55 x altura/creat ser 

Equagao de Counahan-Barratt: 

TFGe (mlVmin/1,73 m 2 ) = 0,43 x altura/creat ser 

Fonte: Adaptado de Hauser AB, 2008; Hauser AB, 2009. 
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devido a geleificagao por estase urinaria da glicoproteina 
Tamm-Horsfall, que normalmente e produzida e secretada 
pelas celulas tubulares renais. Os cilindros variam conforme 
a patologia renal e a gravidade da doenga, podendo ser clas- 
sificados de acordo com o conteudo do seu interior: hiali- 
nos (apenas proteico), granulosos (material amorfo), celulares, 
hematicos, hemoglobinicos, leucocitarios, cereos e adiposos. 

A presen^a de hemacias no exame de urina e um achado 
relativamente comum na pratica laboratorial, e determinar a 
sua origem facilita a identifica^ao da origem do sangramen- 
to. A avaliagao laboratorial da hematuria atraves da analise 
da morfologia das hemacias deve ser realizada rotineiramen- 
te, sendo que a presen^a de hemacias dismorficas na urina e 
um forte indicativo da origem glomerular do sangramento, 
e uma ferramenta importante no diagnostico das glomerulo- 
nefrites (Figura 9.4). Como as glomerulopatias representam 
uma doenga renal potencialmente progressiva, as ferramen- 
tas que aumentem a possibilidade de suspeita diagnostica sao 
importantes na preven^ao da DRC. Os criterios de Birch e 
Farley consideram dismorfismo hematico a presen^a de mais 
de tres populates diferentes de celulas, e quando acima de 
80% indicam que a hemorragia e glomerular. A presenga de 
dismorfismo associada a presenga dos cilindros foi estudada 
por Ito et ah, 2011, que sugerem uma tecnica de concentra- 
£ao para aumentar a sensibilidade do exame de urina no que 
se refere a pesquisa dos cilindros hematicos. A determinagao 
de apenas um cilindro hematico e suficiente para indicar a 
origem glomerular da hematuria. 

Microalbuminuria e rela<;ao albumina/creatinina 

Apesar de o exame laboratorial de microalbuminuria 
ser considerado um marcador precoce de dano renal, muitas 
vezes a solicita^ao da sua dosagem se da apenas quando ha 
suspeita clinica. A microalbuminuria (albuminuria) constitui 
um fator preditor da presenga de nefropatia e, se persistente, 


dependendo da intensidade e da duragao, e sinal de evolugao 
para DRC. O termo microalbuminuria vem sendo questio- 
nado, pois nao se trata de molecula pequena de albumina, e 
sim de detec^ao de quantidades pequenas de albumina em 
urina. Uma das aplicagoes mais importantes desse exame e 
a pesquisa de doen^a renal incipiente em pacientes com dia¬ 
betes mellitus, visto que cerca de 20% a 40% desses pacientes 
vem a desenvolver nefropatia por perda urinaria progressiva 
de albumina e pela redugao da depuragao da creatinina. O 
surgimento de albumina na urina se da inicialmente na for¬ 
ma de microalbuminuria (30 a 300 mg/24h), pode evoluir 
progressivamente como macroalbuminuria (> 300 mg/24h) 
ate atingir uma situagao conhecida como sindrome nefrotica, 
na qual se tern proteinuria maciga com consequente hipoal- 
buminemia. Decorrente disso, ocorre uma resposta hepatica 
com hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, que leva a 
eliminagao de lipidios pelos rins. O parcial de urina carac- 
teristico apresenta lipiduria (goticulas de gordura), cilindros 
cereos e graxos, e podem aparecer cristais na forma de placas 
de colesterol. 

O exame de microalbuminuria pode ser realizado em 
urina de 24 horas ou em amostra isolada (Quadro 9.4). Como 
a diluigao da amostra pode sofrer varia^oes, recomenda-se 
que seja realizada a corre^ao do resultado da albumina (mg) 
em relagao a dosagem de creatinina (g) na mesma amostra 
de urina, e calcula-se a rela^ao Albumina/Creatinina (A/C). 
Estudos mostram que a dosagem de albumina na urina e a 
rela^ao A/C foram capazes de prever satisfatoriamente mi¬ 
croalbuminuria de 24 horas. 

Outros biomarcadores endogenos 

A cistatina C e uma proteina nao glicada, de baixo peso 
molecular (13kDa), sintetizada por todas as celulas nucleadas 
e presente em varios liquidos biologicos como soro, liquido 
seminal e liquido cefalorraquidiano. Como e produzida de 



Figura 9.4 Hemacias dismorficas e cilindro hematico em amostra de urina. 
Fonte: Ito et ai, 2011. 
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Quadro 9.4 Classificagao da excregao urinaria a partir da microalbuminuria e da relagao A/C. 




Microalbuminuria 

(urina 24h em mg/24h) 


Relagao A/C 
(mg/g) 



Normal 

< 15 

M < 10 


F < 15 


Elevado 

15 a < 30 

M 10 a < 20 


F 15 a < 30 


Microalbuminuria 

30 a < 300 

M 20 a < 200 


F 30 a < 300 


Macroalbuminuria 

> 300 

M > 200 


F > 300 



Legenda M = masculino e F = feminino. 

Fonte: Gansevoort, et ai, 2005; Khan et oi, 2005; de Jong, Curhan, 2006. 


forma constante, serve como marcador endogeno para avaliar 
aTFG, sendo considerado um parametro sensivel e especifico. 
A cistatina C apresenta como vantagens nao ser influencia- 
da por drogas, processos inflamatorios ou outros fatores, ser 
independente da coleta de urina, e necessitar apenas de uma 
amostra de soro ou plasma. Lab orator ialmente, a sua dosagem 
e realizada por imunoensaio nefelometrico. A desvantagem 
e o custo elevado da dosagem e a falta de publicagoes su- 
ficientes sobre a utilidade da cistatina C serica em algumas 
condigoes, inclusive na DRC. 

Existem, ainda, outros marcadores endogenos, como a 
P-2-microglobulina serica, que apresenta como vantagem a 
concentragao serica independente de massa muscular e de 
genero, mas apresenta niveis elevados em outras patologias 
nao renais, ou seja, parece nao apresentar especificidade ade- 
quada para o seu uso como biomarcador. 


Ureia e rela<;ao ureia/creatinina 

Apos a degradagao de aminoacidos ocorre a liberagao de 
amonia, que e extremamente toxica e e rapidamente conver- 
tida em ureia pelo figado. A ureia e metabolito nitrogenado e 
produto de excregao menos toxico do que a amonia. Cerca 
de 90% da ureia e excretada pelos rins, e o restante e elimina- 
do pelo trato gastrointestinal e pela pele. 

Apesar do seu uso tradicional devido a facilidade tecni- 
ca de dosagem, apresenta varias limitagoes como biomarcador 
isolado da fungao renal. Dentre as desvantagens encontram-se: 
baixa precisao para o seu uso na estimativa daTFG, nao e pro- 
duzida em ritmo constante, sofre reabsorgao tubular, e apre¬ 
senta nivel serico dependente da alimentagao e do catabolismo 
proteico. Apesar disso, a relagao serica entre Ureia/Creatinina 
(VR 25-42) auxilia na diferenciagao entre eleva^oes da ureia 
por causa renal, pre-renal ou pos-renal (Quadro 9.5). 


Quadro 9.5 Uremia renal, pre-renal ou pos-renal levando em conta a rela^ao U/C. 


Uremia 

pre-renal 


Uremia 

renal 


Uremia 

pos-renal 


Outras 

situagdes 


A 

“ u 

(t) 

\ 

Crej 

V 


N) 

/ 


Valor > 42 


Crea (t) 


Valor entre 25 e 42 


Crea (T) 


Valor entre 25 e 42 


A 

u 

(4) 

a 

i ci 

'ea 

J 


Metabolismo excessivo das proteinas, perfusao glomerular reduzida 
(desidratagao, choque hipovolemico, insuficiencia cardiaca congestiva), 
reabsorgao de proteinas apos hemorragia gastrointestinal 

Rim saudavel 

^ •Hr 

Redugao da TFG (DRC) 

Obstrugao renal por nefrolitiase ou por hipertrofia 
(ex.: tumor da prostata) 


Dieta pobre em proteinas, jejum prolongado, doenga hepatica ou DRC apos 
dialises repetidas (a ureia e mais difusivel que a creatinina). 


Valor < 25 

Fonte: Adaptado de Hauser AB, 2008; Hauser AB, 2009. 
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Uso de marcadores exogenos 

Existem marcadores exogenos que podem ser utilizados 
para determinar aTFG, ou seja, avaliam a capacidade dos rins 
em depurar uma determinada substancia introduzida no or- 
ganismo, considerados como padrao-ouro e determinam a 
TFG real. De forma geral, nao sao rotineiramente utilizados, 
pois as complicates decorrentes da sua utiliza^ao sao inu- 
meras, tais como: infusao endovenosa continua do marcador, 
rea^oes de hipersensibilidade, dosagem laboratorial complexa 
e trabalhosa, alto custo e dificuldade na padronizagao da me- 
todologia (Quadro 9.6) 

■ BIOMARCADORES NA DRC EM ESTAGIOS 
AVANgADOS 

Com a redu^ao da TFG na DRC em estagios avangados 
pode ocorrer uma serie de situates relacionadas entre si, que 
envolvem diretamente falhas na fungao renal: 

1. Redugao da filtragao renal com retengao de toxinas 
como ureia e creatinina (estado uremico). 

2. Perda do equilibrio acidobasico com retengao de H + 
associado a uma incapacidade em reabsorver HC03- 
(acidose metabolica). 

3. Perda do equilibrio hidrico, com consequente alteragao 
no debito urinario e deficiencia na homeostase renal 
(retengao de sodio e fosforo), que levam a hipertensao 
(HAS) e hiperfosfatemia. 

4. Perda da fungao endocrina: reduz a sintese de eritro- 
poietina (anemia) e reduz a conversao da vitamina D 
(hipocaleemia). Como consequencia ocorre aumento do 
paratormonio (PTH), que leva a um hiperparatireoidis- 
mo secundario (reabsorgao ossea e retengao de fosforo). 

O paciente com DRC que se encontra em estagio mais 
avan^ado ou mesmo em estagio terminal (dialise) realiza roti¬ 
neiramente uma serie de exames laboratoriais, tais como: he- 
mograma, parcial de urina, dosagem de ureia, creatinina, calcio, 
fosforo, magnesio e outros eletrolitos,proteina C-reativa de alta 


sensibilidade (PCRas), paratormonio (PTH), hormonio esti- 
mulante da tireoide (TSH) e outros.Tais exames servem para 
controlar e monitorar a eficacia da dialise e prevenir as com¬ 
plicates decorrentes da redugao da fungao renal. Os niveis de 
PCRas possibilitam deteegao precoce de DCV e permitem a 
classificagao em risco baixo (< 1 mg/L), medio (1 a 3 mg/L) e 
alto (> 3 mg/L) para o desenvolvimento de aterosclerose, fato 
este importante nos pacientes com DRC. 

A uremia e suas substancias acumuladas como ureia, 
creatinina, produto final de glica^ao avangado (AGE), e ou- 
tras toxinas que apresentam potencial pro-inflamatorio levam 
os pacientes com DRC em estagio avangado a um “estado 
inflamatorio sistemico”. Os mecanismos envolvidos na ati- 
vagao cronica do sistema imune estao intimamente ligados 
a varias complicates da DRC, como: aterosclerose acele- 
rada, calcifica^ao vascular, resistencia a insulina, aumento do 
catabolismo muscular, perda de apetite, remodelagao ossea e 
aumento da permeabilidade da membrana peritoneal, que 
representam importantes indicadores de mortalidade por 
DCV e doengas infecciosas (Figura 9.5). Apesar dos recen- 
tes avangos em terapias substitutivas da fungao renal e dos 
estudos atuais sobre a fisiopatologia da DRC, a taxa anual 
de mortalidade dos pacientes em dialise continua extrema- 
mente alta. E, mesmo apos estratifica^ao por co-morbidades, 
representam dez a vinte vezes o risco descrito na populagao 
geral. Embora a associa^ao entre DRC e risco cardiovascular 
tenha sido descrita inicialmente nos pacientes em estagio 5, 
provavelmente o desenvolvimento da DCV comega nas fases 
iniciais da doenga renal. A identificagao de fatores associados 
a inflama^ao e seus mecanismos de ativa^ao representam um 
desafio importante na area de doengas renais. 

Existem estudos que mostram que a redu^ao da fungao 
renal pode estar associada com a resposta inflamatoria, com 
o aumento da concentragao plasmatica de citocinas proinfla- 
matorias e outros biomarcadores de inflamagao, observados 
tanto em estagios precoces quanto em estagios avangados de 
disfungao renal. Assim, as Interleucinas (IL1, IL6), Fator de 
Necrose Tumoral a (TNFa), PCRas, e outros, sao importan¬ 
tes biomarcadores de risco para o desenvolvimento das com- 


Quadro 9.6 Principals marcadores exogenos e suas caracteristicas. 

Marcador exogeno 

Caracteristicas principals 

Inulina 

Polimero da frutose (p.m. 5.200 daltons). Considerado padrao-ouro para a medida da 

TFG. Marcador exogeno de dificil obtengao para infusao humana 

Substancias radioativas: 

Cr 51 -EDTA e TCm-DTPA 

Nao recomendado, apesar de considerado metodo com alto grau de correlagao com a 
inulina, envolve isotopos radioativos e necessitam de licenga especial (expoe paciente e 
pessoal tecnico, alem de gerar lixo radioativo) 

Contrastes radiologicos 
nao radioativos: lotalamato 
(contraste ionico) e lohexol 
(nao ionico) 

Os contrastes sao livremente filtrados pelo glomerulo, nao sao reabsorvidos nem 
secretados, e apresentam boa correlagao com a inulina. Quando usados para determinar 
TFG podem ser aplicados em injegao unica ou com menor frequencia de infusao 
continua, mas exigem coletas de varias amostras de sangue e apresentam custo elevado. 

Fonte: Frennby et ai, 1995; Perrone et ai, 1990; Gaspari, Perico e Remuzzi, 1998. 
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Figura 9.5 Complicates decorrentes da redu^ao da fun^ao renal em estagios avan^ados. 
Fonte: Adaptada pela autora de slide cedido por Pecoits-Filho, 2009. 


plicagoes citadas anteriormente. Os pacientes com DRC que 
manifestam persistentes niveis de marcadores inflamatorios 
encontram risco ainda mais elevado de desenvolver DCV, e 
os sinais de atividade inflamatoria observados nas fases iniciais 
da DRC associados aos niveis elevados dos biomarcadores 
inflamatorios estao relacionados com baixa sobrevida desses 
pacientes. 

■ INJURIA RENAL AGUDA 

A Injuria Renal Aguda (IRA) e caracterizada pela redu- 
£ao abrupta da fungao renal em um curto periodo de tempo. 
E considerada uma sindrome associada a diversos fatores etio- 
logicos, com variadas manifesta^oes clinicas. Essa patologia 
tern etiologia multifatorial, sendo consequencia de fatores 
como choque septico, hipovolemia, drogas nefrotoxicas, in¬ 
suficiencia cardiaca e uso de contrastes para exames de ima- 
gem. Alem disso, outros fatores de risco sao importantes no 
desenvolvimento da IRA, tais como: idade avangada, doencas 
hepaticas, nefropatia preexistente e diabetes O modelo con- 
ceitual de IRA identifica quatro componentes: risco (RIM 
normal e risco aumentado); fase intermedia (lesao funcional); 
IRA (diminuiu filtra^ao glomerular e insuficiencia renal); e 
desfechos (insuficiencia renal e morte). 

Na IRA ocorre a diminuigao da TFG, com consequente 
retengao serica de produtos nitrogenados como ureia e creati- 
nina, e redugao do volume urinario para menos que 400 mL 
por dia. O termo abrange alteragoes renais que incluem desde 
elevagao minima na creatinina serica ate falencia renal e anuria. 
Em 2004 o grupo Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI) 


publicou a classifica^ao de RIFLE Risk-Injury-Failure-Loss- 
-End Stage Renal Disease. Essa classifica^ao define tres classes 
de gravidade da IRA (risco, lesao e falencia) baseadas em tres 
criterios: aumento relativo da creatinina serica, queda da TFG, 
e diminuigao do fluxo urinario. Em 2007 surgiu a classificagao 
de AKIN, que leva em conta o aumento no valor absoluto da 
creatinina serica de 0,3 mg/dL, em relagao ao valor de referen¬ 
da como criterio diagnostico; e os termos risco, lesao, e falen¬ 
cia foram substituidos por Estadios 1, 2 e 3, respectivamente, 
e o tempo para diagnostico passou de sete dias para 48 horas. 
Apesar do avango no conhecimento epidemiologico da IRA 
proporcionado pelo uso das classificagoes de RIFLE e AKIN, 
os criterios utilizados por essas classificagoes ainda sao falhos. 
Muitas caracteristicas nao diretamente associadas a fungao re¬ 
nal, tais como: idade, taxa de catabolismo, uso de drogas, massa 
muscular e raga influenciam o nivel dos marcadores atualmen- 
te utilizados para avaliagao de fungao e lesao renal. 

Creatinina e ureia sericas 

Assim como na DRC, apesar de a creatinina ser o bio- 
marcador mais utilizado para avaliagao da fun^ao renal, nao 
reflete de forma fidedigna a TFG. Na IRA ocorre um estado 
de desequilibrio ( non-steady ), em que os tres determinantes 
da concentra^ao de creatinina no soro (produgao, volume de 
distribuigao e eliminagao renal) flutuam, determinando um 
atraso ainda maior na eleva^ao da creatinina em relagao a 
queda da TFG. A Figura 9.6 mostra que apos queda brusca 
da TFG ha um atraso de dias para a elevagao da creatinina, 
assim como apos o inicio da recuperagao da TFG a queda da 
creatinina tambem e tardia. 
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Figura 9.6 Taxa de filtra^ao glomerular e creatinina serica em pacientes com IRA. 
Fonte: Adaptada de Moran e Myers, 1985. 


Em relagao a ureia, da mesma forma que para a DRC, 
sua dosagem isolada nao serve para determinar a TFG. Mas a 
relagao serica entre Ureia/Creadnina (U/C) conforme citado 
anteriormente (ver Quadro 9.5), pode ser util, particularmen- 
te quando se avaliam pacientes com quedas abruptas da TFG, 
como e o caso da IRA. Em condigoes de diminuigao do vo¬ 
lume efetivo intravascular e insuficiencia cardiaca descompen- 
sada, aumentos da ureia nao sao proporcionais ao aumento no 
nivel de creatinina e da queda naTFG.Assim como eleva^oes 
da ureia, independentemente dos niveis sericos de creatinina, 
sao consequencia de processo patologico distinto. 

Biomarcadores precoces 

Tanto na lesao renal aguda, como em outras situagoes 
clinicas, o beneficio da terapeutica esta diretamente associa- 
do a um diagnostico precoce. Baseada na creatinina serica, o 
diagnostico da IRA ocorre somente na fase da diminuigao 
da TFG e aumento da creatinina serica. Considerando que a 
lesao renal tern inicio mais precoce, as intervengoes baseadas 
no diagnostico pela creatinina serica serao sempre tardias. A 
utilizagao dos biomarcadores precoces da IRA e importante 
para a identifica^ao da lesao antes do decrescimo naTFG. 

Atualmente existem estudos, por meio de analise proteo- 
mica, para determinar o perfil de diferentes proteinas envol- 
vidas na fase inicial ou funcional de lesoes renais isquemicas 
e nefrotoxicas. Tais biomarcadores tambem podem ser uteis 
para prever o curso da IIAA e possivelmente prever o prog- 
nostico. A capacidade para detec^ao de injuria renal esta dire¬ 


tamente associada com a fisiopatologia desses biomarcadores. 
Diferentes mecanismos determinam seu aparecimento na 
urina. A lesao de celulas tubulares induz o escape de enzimas 
e microproteinas para a luz tubular, e a magnitude da elevagao 
dos biomarcadores na urina vai depender da natureza do in- 
sulto e da gravidade da lesao das celulas tubulares. Os princi¬ 
pals locais relacionados a liberagao desses biomarcadores sao: 
citoplasma, lisossoma ou membrana. Outro mecanismo para 
o aparecimento desses biomarcadores na urina e a diminui- 
£ao da reabsorgao de proteinas de baixo peso molecular que 
normalmente sao filtradas no glomerulo e reabsorvidas total- 
mente pelas celulas tubulares proximais. A origem estrutural 
do biomarcador (citoplasmatica, lisossomica ou membranosa) 
fornece a informagao da natureza da lesao celular. 

Lipocalina Associada com Gelatinase de 
Neutrofilos Humanos (NGAL) 

O NGAL e uma proteina de 25-kD, caracterizada em 
neutrofilos e ligada a gelatinase por ligagoes covalentes. A 
fun^ao fisiologica de NGAL nos rins e desconhecida, mas 
acredita-se que tenha um papel na morfogenese renal. Esta 
lipocalina e expressa em baixas concentrates em diferen¬ 
tes tecidos, incluindo o rim, pulmao e trato gastrointestinal. 
E filtrada livremente no glomerulo e reabsorvida no tubulo 
proximal, posteriormente e liberada nos tubulos distais e se- 
cretada com a urina. 

A analise proteomica de estudos utilizando modelo ani¬ 
mal revelou o NGAL como a proteina mais precocemente e 
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com maior produgao apos insulto renal isquemico ou nefro- 
toxicos. Varios estudos clmicos tern sugerido que a expres- 
sao de NGAL na urina pode servir como marcador precoce 
de IRA. De todos os novos biomarcadores, o NGAL e o 
mais conhecido, sendo disponivel comercialmente em kits 
de imunoensaio turbidimetrico para a determina^ao quan- 
titativa de NGAL em amostras de urina e plasma (EDTA 
ou heparina). Em condigoes normais, os niveis de NGAL 
sao muito baixos em urina, mas em resposta a injuria renal, 
efeitos nefrotoxicos, sepse e demais alteragoes cronicas pro- 
gressivas, a sintese desta substancia aumenta, ha redugao na 
reabsorgao e, com isso, os niveis aumentam dentro de trinta 
minutos apos o evento danoso, precedendo o aparecimento 
de outros biomarcadores como a creatinina. 

KIM-1 Kidney Injury Molecule-1 

O biomarcador KIM-1 e uma glicoproteina (90 kDa) 
transmembrana do tipo I com um dominio externo clivavel 
localizado na membrana apical de tubulos com lesao aguda 
e cronica. Estudos mostram que o KIM-1 desempenhe um 
papel nos processos de regenera^ao apos lesao epitelial. Nor- 
malmente e indetectavel no tecido renal normal, mas apre- 
senta expressao muito elevada em celulas epiteliais do tubulo 
proximal apos lesao isquemica ou toxica. Pode ser detectado 
na urina de paciente com necrose tubular aguda (NTA) e 
pode vir a servir como um biomarcador util para lesao tubu¬ 
lar proximal, possivelmente possibilitando o diagnostico pre¬ 
coce e discriminar entre as diversas formas de IRA. 

Interleucina 18 

A interleucina 18 (IL-18) e uma citocina pro-inflama- 
toria de aproximadamente 24kDa, gerado pela clivagem da 
caspase-1.51 que induz a sintese e liberagao de interferon 
gamma, e outras citocinas inflamatorias como IL-8, 4 e 13, e 
fator de necrose tumoral. E considerado um bom candidato 
a marcador precoce de IRA, pois modula a a^ao de varias 
celulas imunologicamente ativas: macrofagos, monocitos, lin- 
focitos e granulocitos, e apresenta a capacidade de induzir 
apoptose. Estudos mostram pacientes com NTA apresenta- 
ram niveis significativamente mais elevados de IL-18 uri- 
narios em relagao aos de controles e pacientes com outras 
formas de doenga renal. Do mesmo modo, os pacientes que 
foram submetidos a transplante renal e tiveram fungao retar- 
dada do enxerto tinham niveis mais elevados de IL-18 urina- 
rios que pacientes sem retardo da fungao de enxerto. 

N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) 

O NAG e uma enzima lisossomal (> 130 kDa) presente 
em varias celulas, incluindo os tubulos renais. Devido a seu 
grande peso molecular, nao e filtrada, implicando que ele- 
vagoes urinarias sao de origem tubular. Seu aumento sugere 
lesao de celulas tubulares ou pode refletir o aumento da ati- 
vidade de lisossomos. De todos os biomarcadores precoces de 
IRA, este parece ser o menos utilizado. 


■ CONSIDERAgOES FINAIS 

O tema abordado e de extrema importancia, sendo que 
dentre as patologias renais, destaca-se a DRC como importan- 
te problema de saude publica. Atualmente, a DRC esta presen¬ 
te em cerca de 5% a 10% da populagao mundial e a incidencia 
tern aumentado, inclusive no Brasil, devido ao numero crescente 
de pacientes portadores de diabetes mellitus, hipertensao arterial, 
bem como pelo aumento da longevidade da populagao. 

Os exames laboratoriais de rotina sao importantes para 
o diagnostico precoce e evitar que o paciente progrida para 
estagios mais avangados ate atingir estagio terminal, sendo 
necessaria terapia substitutiva da fungao renal. Destacam-se 
os biomarcadores laboratoriais, comentados neste capitulo, 
como importantes indicadores quantitativos de processos pa- 
tologicos e, que sao empregados para fins de diagnostico ou 
de monitoragao da terapeutica. Assim, como tambem e im- 
portante ter conhecimento sobre as limitagoes do uso destes 
biomarcadores. 
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■ INTRODUgAO 

Endocrinologia e o estudo dos hormonios e suas a^oes. 
A origem da palavra hormonio e grega, hormon, que significa 
estimulo, movimento. Foi o fisiologista Ernest Starling quern 
identificou as substancias denominadas hormonios, em 1905. 
Hormonio e uma substancia quimica produzida no corpo por 
um orgao, por celulas de um orgao ou celulas difusas, que pos- 
suem efeito regulatorio na atividade de um orgao ou orgaos. 

Virtualmente, todos os processos que ocorrem nos or- 
ganismos superiores sao regulados por um ou mais hormo¬ 
nios: manutengao da pressao arterial, do volume sanguineo 
e do equilibrio eletrolitico; embriogenese, desenvolvimento, 
diferenciagao sexual e reprodugao, fome, comportamento ali- 
mentar, digestao e aloca^ao de energia, para mencionar ape- 
nas alguns. Os sinais hormonais integram e coordenam as 
atividades metabolicas de diferentes tecidos e aperfeigoam o 
fornecimento de combustiveis e precursores para cada orgao. 

Disturbios endocrinos podem resultar de disfungao ori- 
ginaria da glandula endocrina periferica propriamente dita 
(desordens primarias) ou a partir da estimulagao diminui- 
da ou excessiva por desordens pituitarias (secundarias). Os 
disturbios podem resultar em superprodu^ao de hormonio 
(hiperfungao) ou subprodu^ao (hipofungao). Raramente, de¬ 
sordens endocrinas (em geral hipofungao) ocorrem devido a 
respostas dos tecidos anormais aos hormonios. 

Os sintomas de disturbios endocrinos podem ser inespeci- 
ficos devido ao numero de sistemas que sao afetados pela a^ao 
hormonal, e iniciar de forma insidiosa, fazendo com que o 
reconhecimento clinico seja frequentemente adiado por me- 
ses ou anos. Alem disso, muitas glandulas endocrinas sao rela- 
tivamente inacessiveis ao exame fisico dire to. Por esta razao, 
o diagnostico laboratorial e essencial, e normalmente requer 
a quantificagao das concentrates plasmaticas do hormonio 
endocrino periferico, do hormonio pituitario, ou de ambos. 

■ CONTROLE DA SECREgAO HORMONAL 

A produ^ao hormonal nao e uniforme e continua, mas 
um processo dinamico no qual as concentrates circulantes 
dos hormonios sao mantidas dentro dos limites fisiologicos. 


A secre^ao hormonal e induzida por multiplos sinais especi- 
ficos, bioquimicos e neurais. Entre os fatores que controlam a 
secregao hormonal encontram-se: 

■ Agentes estimuladores: Tais como peptidios hipotala- 
micos, neurotransmissores, hormonios tropicos e medi- 
camentos podem influenciar a sintese e a liberagao dos 
hormonios. 

■ Agentes inibitorios: Hormonios sintetizados pelas ce¬ 
lulas do orgao-alvo bem como a mudanga nos produtos 
metabolicos como resultado da agao hormonal podem 
controlar as glandulas endocrinas por retroalimenta^ao. 
Drogas que sao utilizadas nos testes de supressao, como a 
dexametasona, que e um analogo sintetico do cortisol e 
e usada para suprimir a produgao pituitaria do hormo¬ 
nio adrenocorticotrofico (ACTH), e, logo, de cortisol no 
diagnostico diferencial da sindrome de Cushing. 

■ Estresse: Pode aumentar a sintese e a liberagao de hor¬ 
monios. A secregao do hormonio do crescimento (GH), 
de prolactina, de ACTH e, consequentemente, do corti¬ 
sol pode ser estimulada por estados de estresse fisico ou 
emocional. 

■ Biorritmo: Um biorritmo e uma ocorrencia ciclica de 
um evento fisiologico. A secregao ritmica de hormonios e 
uma importante caracteristica regulatoria da maioria dos 
sistemas endocrinos. Esse ritmo pode variar de minutos 
a horas, dias, semanas ou mesmo por periodos maiores. 
Ritmos com um intervalo de aproximadamente 24 ho¬ 
ras sao denominados circadianos ou diurnos, os quais sao 
regulados por um ou mais relogios internos, usualmente 
sincronizados com situates ambientais, como ciclo dia/ 
noite e sono. Biorritmos que acorrem mais frequente¬ 
mente que uma vez ao dia sao referidos como ritmos 
ultradianos, enquanto os ritmos infradianos tern periodos 
maiores que 24 horas, tais como o ciclo menstrual ou 
ritmos periodicos. A marcada reprodutibilidade dos rit¬ 
mos endocrinos e sua libera^ao e a relativa facilidade de 
dosagem resultam em seu frequente uso nos laboratories. 
Amostras obtidas em horas apropriadas do dia ou da noite 
fornecem um indicador dinamico util da fungao endo¬ 
crina. Por exemplo, perda do ritmo diurno da secregao 
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de cortisol serve como teste de triagem diagnostica para 
sindrome de Cushing. Certos tratamentos sao altamente 
tempo-dependentes em termos de sua eficiencia. Por 
exemplo, o tempo otimo para administragao de glicocor- 
ticoides para suprimir a secre^ao do ACTH em pacientes 
com hiperplasia congenita da adrenal. 

O hipotalamo (uma pequena regiao do cerebro) e a glan- 
dula pituitaria anterior ocupam posigao central no controle da 
secre^ao de hormonios. Em resposta a mensagens do sistema 
nervoso central (SNC), o hipotalamo produz um numero de 
hormonios neurossecretores: hormonio liberador de tireotro- 
pina (TRH), hormonio liberador de corticotropina (CRH), 
hormonio liberador de gonadotropina (GnRH), hormonio 
liberador de hormonio de crescimento (GHRH), a somatos- 
tatina e a dopamina. Esses fatores de liberagao passam direta- 
mente para a pituitaria atraves de vasos sanguineos especiais 
e neuronios que conectam as duas glandulas. Os hormonios 
hipotalamicos estimulam a sintese e a secre^ao dos hormonios 
troficos: tireotropina (TSH), adrenocorticotropico (ACTH), 
luteinizante (LH), foliculo estimulante (FSH), hormonio do 
crescimento (GH). Em contraste, a somatostatina suprime a 
secregao de GH, TRH, TSH CRH e ACTH e a dopamina 
suprime a secre^ao da prolactina. Contudo, o efeito da soma¬ 


tostatina na regulagao do eixo adrenal cortical e tireoidiano 
normalmente e pequeno. Esses hormonios troficos, por sua 
vez, regulam outras glandulas endocrinas alvos (cortex da adre¬ 
nal, tireoide, ovarios e testiculos), que por sua vez secretam seus 
hormonios especificos, que sao carreados na circulagao sangui- 
nea ate seus tecidos-alvo. Como exemplo, o hormonio hipo- 
talamico CRH estimula a pituitaria anterior a liberar ACTH, 
que atravessa a zona fasciculada do cortex adrenal e estimu¬ 
la a liberagao de cortisol. Cortisol, o ultimo hormonio dessa 
cascata, atua atraves de seus receptores e muitos tecidos-alvo 
para alterar seu metabolismo. Nos hepatocitos, um dos efeitos 
do cortisol e aumentar a gliconeogenese. Cascatas hormonais 
como esta resultam em grande amplificagao do sinal inicial 
e permitem um refmado controle do ultimo hormonio. Em 
cada nivel da cascata, um pequeno sinal desencadeia grande 
resposta. Por exemplo, o sinal eletrico inicial para o hipota¬ 
lamo resulta na liberagao de poucas nanogramas de CRH, o 
qual estimula liberagao de poucos microgramas de ACTH, que 
atua na adrenal causando liberagao de miligramas de cortisol, 
uma amplificagao na ordem de milhoes de vezes. Na ausencia 
desses hormonios troficos, as glandulas-alvo sao incapazes de 
manter as taxas normais de secre^ao. Os principais orgaos-alvo 
dos hormonios troficos pituitarios sao a tireoide, o cortex da 
adrenal e as gonadas (Figura 10.1). 


Orgaos alvo do eixo hipotalamo-pituitaria 



Hormonios 

hipotalamicos 


Hormonios 

pituitarios 


Orgao-alvo 


Figura 10.1 Cadeia de comando de sinaliza^ao hormonal hierarquica. O hipotalamo, no cerebro, e o centro de coordena^ao do sistema 
endocrino, que em resposta a mensagens do sistema nervoso central (SNC) produz fatores regulatorios (fatores de libera^ao) que estimulam 
(®) ou suprimem (©) a sintese e a secre^ao de hormonios pela pituitaria anterior: hormonio liberador de tireotropina (TRH), hormonio 
liberador de corticotropina (CRH), hormonio liberador de gonadotropina (GnRH), hormonio liberador de hormonio de crescimento 
(GHRH), a somatostatina e a dopamina. A pituitaria anterior responde aos hormonios hipotalamicos produzindo hormonios troficos ou 
trofmas: tireotropina (TSH), adrenocorticotropico (ACTH), luteinizante (LH), foliculo estimulante (FSH), hormonio do crescimento (GH). 
A prolactina e o unico hormonio da pituitaria anterior cuja regula^ao e feita predominantemente por supressao. A dopamina suprime a 
secre^ao de prolactina e a somatostatina suprime a secre^ao de GH eTSH. Esses hormonios pituitarios ativam o proximo grupo de glandulas 
endocrinas, que incluem: a tireoide, o cortex da adrenal, os ovarios, os testiculos, o figado e a mama. Essas glandulas, por sua vez, sao estimuladas 
a produzir seus hormonios especificos (tireoide: tri-iodotironina (T 3 ) e a tiroxina (T 4 ); cortex da adrenal: cortisol; ovarios: estradiol; testiculos: 
testosterona; figado: somatomedinas (IGF-1)), os quais serao careados pela corrente sanguinea para encontrar seus receptores nos tecidos-alvos. 
Redesenhada de Gaw, et al., 1995. 
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A produgao da maioria dos hormonios e regulada di- 
reta ou indiretamente pela atividade metabolica do proprio 
hormonio. Essa regulagao e uma caracteristica distinguivel do 
sistema endocrino e e acompanhada por uma serie de meca- 
nismos de controle por retroalimentagao. A cada nivel de uma 
cascata hormonal ha a possibilidade de uma inibigao por re¬ 
troalimentagao dos passos anteriores da cascata. Niveis elevados 
do ultimo hormonio ou de um dos hormonios intermediaries 
inibem a liberagao dos hormonios anteriores da cascata. Esses 
mecanismos de retroalimentagao realizam os mesmos objetivos 
que os mecanismos que limitam a velocidade de uma via bio- 
sintetica: um produto e feito (ou liberado) somente ate que sua 
concentragao necessaria tenha sido alcangada. 

O hormonio secretado pela glandula-alvo (adrenal) age a 
nivel hipofisario, diminuindo a secregao do respectivo hormo¬ 
nio trofico (ACTH), que, por sua vez, inibe a secregao hipo- 


talamica do respectivo neuro-hormonio (CRH), constituindo 
mecanismo de retroalimentagao negativa de alga curta. O hor¬ 
monio secretado pela glandula-alvo (cortisol) alem de inibir 
a secregao do respectivo hormonio trofico (ACTH), inibe a 
secregao hipotalamica do respectivo neuro-hormonio (CRH), 
constituindo mecanismo de retroalimentagao negativa de alga 
longa. Alem disso, seguindo a mesma linha de raciocinio, acre- 
dita-se que alguns hormonios pituitarios (por exemplo, TSH) 
possam inibir ate mesmo a propria secregao diretamente a nivel 
pituitario, que constitui um mecanismo de retroalimentagao 
negativo de alga ultracurta. Algas de retroalimentagao de alga 
ultracurta tambem ocorrem quando os hormonios hipotala- 
micos inibem sua propria secregao ou estimulem a produgao 
de um fator hipotalamico inibitorio (Figura 10.2). 

Quando as concentragoes dos hormonios das glandu- 
las-alvo caem, a pituitaria percebe o declinio e aumenta a 
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Figura 10.2 Mecanismo de retroalimentagao e cascata de liberagao hormonal segundo o sensoriamento ambiental pelo SNC para o hipotalamo. 
Os sinais ambientais sao transmitidos pelo sistema nervoso central (SNC) para o hipotalamo, o qual responde com a secregao (nanogramas: ng) 
de um hormonio liberador especifico. Hormonios liberadores sao transportados por um sistema porta fechado para a pituitaria anterior, onde 
ligam-se aos seus receptores especificos e causam secregao (micronogramas: jag) de hormonios especificos da pituitaria anterior. Estes acessam 
a circulagao geral por meio de capilares locais fenestrados e desencadeiam liberagao de um hormonio final (micronogramas: pg a miligramas: 
mg), que geram sua resposta por ligagao a receptores em tecidos-alvos, constituindo um sistema de amplificagao de sinal. Consequentemente, o 
organismo esta em intima associagao com o ambiente externo. Os hormonios de glandulas-alvo ou os substratos com origem no metabolismo 
tecidual por exercer retroalimentagao negativa (©) de algas longas (setas azuis) tanto sobre a hipofise, o hipotalamo ou o SNC. A retroalimentagao 
negativa (©) de alga curta (setas cor de tijolo) pode ser exercida pelos hormonios troficos pituitarios sobre a sintese e secregao dos hormonios 
hipotalamicos de liberagao ou inibigao. Ainda, os hormonios liberadores hipotalamicos podem inibir sua propria sintese e liberagao, constituindo 
o mecanismo de retroalimentagao negativa (©) de alga ultracurta (setas roxas). Adaptada de Norman e Litwack, 1997. 
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produgao do hormonio tropico apropriado, que posterior- 
mente entra na circulagao e estimula a produgao adicional do 
hormonio da glandula-alvo. Diminuigao das concentragoes 
hormonios-alvo tambem afeta a retroalimentagao ao nivel do 
hipotalamo para aumentar a produgao e a secregao dos hor- 
monios liberadores e inibitorios que, por sua vez, regulam a 
secregao dos hormonios pituitarios. 

Em contraste com a retroalimentagao negativa, a retroa¬ 
limentagao positiva raramente opera isoladamente, mas cons- 
titui uma parte integral do sistema de controle. Um exemplo 
de retroalimentagao positiva e a estimulagao do hormonio 
luteinizante (LH) liberado por um progressivo aumento nos 
niveis de estradiol previamente a ovulagao. 

Contudo, nem todas as celulas produtoras de hormo¬ 
nios fazem parte de longas cascatas regulatorias. Um dos 
exemplos mais simples de retroalimentagao negativa e o 
controle da secregao do paratormonio (PTH). A concen¬ 
tragao plasmatica de calcio (calcemia) influencia a contra- 
gao cardiaca e a transmissao nervosa, devendo, portanto, ser 
mantida dentro de uma faixa estreita de normalidade. Toda 
vez que a calcemia diminui, as glandulas paratireoide secre- 
tam o PTH, capaz de desencadear uma serie de mecanismos, 
a niveis osseo, renal e intestinal, que levam a um aumento 
de calcio plasmatico. Esse aumento da calcemia, por sua vez, 
causa diminuigao da secregao de PTH, fazendo com que 
todo o sistema retorne a normalidade. Outro exemplo e 
a liberagao de insulina pelo pancreas, largamente regula- 
da pelas concentrates plasmaticas de glicose fornecidas ao 
pancreas. Quando a glicose sanguinea se eleva, a glicose e 
eficientemente transportada pelos transportadores GLUT2 
para o interior das celulas betapancreaticas, imediatamente 
convertida em glicose-6-fosfato pela glucoquinase, e entra 
na glicolise. A velocidade aumentada do catabolismo da gli¬ 
cose promove um aumento na concentragao de ATP, que 
causa o fechamento de canais de K + controlados pelo ATP 
na membrana plasmatica. A redugao do fluxo de saida do K + 
despolariza a membrana (saida de K + por um canal aberto 
de K + hiperpolariza a membrana e o fechamento do canal 
de K + , portanto, despolariza a membrana), o que faz abrir os 
canais de calcio sensiveis a voltagem, presentes na membra¬ 
na plasmatica. A entrada de calcio atraves de canais de calcio 
na membrana plasmatica desencadeia a liberagao da insulina 
por exocitose. Estimulos provenientes do sistema nervoso 
parassimpatico e simpatico tambem estimulam e inibem a 
liberagao de insulina, respectivamente. A concentragao plas¬ 
matica de glicose, o fator mais importante regulado pela 
insulina, e por si so o fator primario que desencadeia a li- 
beragao da insulina. Uma simples alga de retroalimentagao 
limita a liberagao do hormonio: estimulando a captagao pe¬ 
los tecidos, a insulina, diminui a glicose sanguinea. A dimi¬ 
nuigao da concentragao de glicose no sangue e detectada 
pela celula p, pela diminuigao do fluxo atraves da reagao 
da hexoquinase; isso diminui ou bloqueia a liberagao de 
insulina. Essa regulagao de retroalimentagao mantem quase 
constante a concentragao de glicose no sangue, a despeito 
das grandes flutuagoes da sua ingestao. 


■ DOENgAS ENDOCRINAS 

As doengas endocrinas podem ser classificadas em qua- 
tro categorias: deficiencia de produgao hormonal, excesso de 
produgao hormonal, resposta anormal aos tecidos, e anorma- 
lidades endocrinas multiplas. 

Deficiencia de produgao hormonal 

Deficiencias de um hormonio em particular sao comu- 
mente observadas nas situagoes em que ocorre destruigao 
da estrutura glandular responsavel por sua produgao. Grande 
variedade de processos, desde a remogao cirurgica ate a des¬ 
truigao por tuberculose, agentes quimicos ou toxicos, cancer, 
deposigao de ferro ou autoimunes podem destruir a glandula 
endocrina. A remogao cirurgica de uma glandula constitui um 
caso de hipossecregao iatrogenica, por exemplo, no tratamen- 
to do hipertiroidismo atraves da tireoidectomia, podendo re- 
sultar em hipoparatireodismo. Insuficiencia adrenal pode ser 
decorrente de tuberculose ou exposigao a certos derivados 
inseticidas, sendo que o ultimo constitui causa rara. Tumores 
das glandulas endocrinas resultam, com frequencia, em exces¬ 
so de produgao hormonal, mas alguns tumores levam a baixa 
produgao hormonal por provocar sintomas compressivos lo¬ 
cals ou disseminagao metastatica. Como exemplos sao citados 
os denominados tumores nao funcionais da pituitaria, os quais 
sao geralmente benignos, mas podem causar uma variedade 
de sintomas devidos a compressao das estruturas adjacentes, e 
o cancer de tireoide, que pode se disseminar pelo corpo sem 
causar hipertireoidismo. A hemocromatose e uma desordem 
caracterizada por armazenamento alterado de ferro, o que 
pode resultar em deposito de ferro nas celulas betapancreati¬ 
cas progressivamente, destruindo-as. A destruigao autoimune 
das celulas betapancreaticas no Diabetes mellitus tipo 1 ou a 
destruigao das celulas tiroidianas na tireoidite de Hashimoto 
sao duas das mais comuns desordens tratadas pelos endocri- 
nologistas. Similarmente, deficiencia de precursores apropria- 
dos (como por exemplo, a deficiencia de iodo levando ao 
hipotireoidismo) tambem leva a diminuigao da quantidade 
de hormonio produzida disponivel que o organismo requer. 
Mais raramente, grande numero de anormalidades geneticas, 
que pode resultar na diminuigao da produgao hormonal. Es- 
sas desordens podem provocar o desenvolvimento anormal 
de uma celula produtora de hormonio (hipogonadismo hi- 
pogonadotrofico causado pela mutagao do gene KAL), da 
sintese anormal de hormonio (delegao do gene do GH), de 
regulagao anormal da secregao hormonal (hipoparatireoidis- 
mo associado as mutagoes ativadoras dos receptores sensiveis 
ao calcio das celulas paratireoides) ou defeitos na maquinaria 
enzimatica necessaria para a produgao do hormonio (hiper- 
plasia drenal congenita resultante de mutagoes, com perda 
de fungao de enzimas especificas, que sao responsaveis pela 
sintese de cortisol). 

Excesso de produgao hormonal 

Esta associado ao excesso de hormonio e/ou superesti- 
mulagao dos receptores hormonais. Grande variedade de tu- 


116 


Parte 3 



Endocrinologia Clinica e Diagnostica 


mores endocrinos pode produzir hormonios em excesso ou 
de forma descontrolada. Lembrando que a secregao hormo¬ 
nal por tumores nem sempre esta sujeita ao mesmo tipo de 
regulagao por retro alimentagao negativa que ocorre na fonte 
normal de liberagao para um dado hormonio. Por outro lado, 
os tumores ectopicos secretam grandes quantidades de um 
hormonio que, habitualmente, nao seria secretado pelo teci- 
do portador desse hormonio, e essa secregao tambem nao esta 
sujeita aos mecanismos normais de controle. Por exemplo, 
alguns tumores pulmonares comumente secretam hormo¬ 
nios como a adrenocorticotrofma (ACTH) e o hormonio 
antidiuretico (ADH). Apesar de sua origem incomum, esses 
hormonios sao plenamente funcionais e causam os mesmos 
sintomas que seriam observados caso fossem hipersecretados 
a partir de suas fontes normais (hipofise anterior e posterior, 
respectivamente). 

Outra causa de hipersecregao, que esta sendo diagnos- 
ticada com frequencia cada vez maior, e a imunologica. Por 
exemplo, no tipo mais comum de hipertiroidismo (doenga de 
Graves) e causado por estimulagao excessiva da secregao tireoi- 
diana, nao por seu hormonio trofico normal, porem por uma 
imunoglobulina que pode simular a agao do hormonio trofico. 

Ocasionalmente, os hormonios sao secretados em quan¬ 
tidades aumentadas devido a anormalidades geneticas que 
causam regulagao anormal da sintese ou liberagao hormo¬ 
nal. Por exemplo, no hiperaldosteronismo parcialmente con- 
trolado por glicocorticoide, um evento de transposigao no 
cromossomo coloca o gene que codifica a enzima aldos- 
terona-sintase sob o controle do ACTH. A formagao desse 
novo gene e devida a recomb inagao aberrante entre os genes 
da 11 -y-hidroxilase e da aldosterona-sintase, formando uma 
quimera composta pela porgao regulatoria proveniente do 
gene da 11-y-hidroxilase e a porgao codificadora do gene 
aldosterona-sintase. 

A via de transdugao de sinal pode conter uma proteina 
anormal que sinaliza continuamente a ocupancia do receptor 
pelo hormonio. Nos ultimos anos, anormalidades da trans- 
dug ao do sinal celular envolvendo mutagoes ativadoras no 
gene GNAS1 , que codifica a proteina Gsy, tern sido descritas 
em varias condigoes patologicas, como tumores endocrinos 
isolados. 

Finalmente, excesso de hormonio pode ser ingerido de 
forma acidental, deliberada ou terapeuticamente. Certos hor¬ 
monios anabolicos (androgenios e hormonio do crescimen- 
to) sao amplamente utilizados de forma abusiva por atletas. 
Evidentemente, esses casos nao envolvem hipersecregao de 
um orgao endocrino, porem o resultado e o mesmo, ja que 
os receptores nao diferenciam entre fontes endogenas e exo- 
genas dos hormonios. 

Em condigoes de excesso de produgao hormonal podem 
ocorrer sindromes de especificidade Spillover : Um hormonio 
pode ter uma forte afinidade por seu receptor e alguma afmi- 
dade pelo receptor de outro hormonio, isto e, conhecido por 
especificidade spillover. Tal especificidade spillover ou reagao 
cruzada geralmente ocorre entre hormonios com estruturas 
similares. Em niveis hormonais fisiologicos, a especificida¬ 


de spillover nao causa consequencias. Mas se um hormonio 
e produzido em excesso, contudo, o hormonio nao apenas 
causa um efeito biologico excessivo pelo seu proprio recep¬ 
tor, mas tambem causa resposta fisiologica pela interagao com 
o receptor de seu hormonio estruturalmente similar. Assim, 
altas concentragoes de glicocorticoides, em adigao aos efeitos 
do excesso de glicocorticoide, podem produzir efeitos de ex¬ 
cesso de mineralocorticoides. 

Um numero significativo de pacientes apresenta excesso 
de prolactina evidenciado por galactorreia, amenorreia (au- 
sencia ou suspensao de menstruagao) e infertilidade, possivel- 
mente devido a ligagao do GH em receptores para prolactina. 
De modo semelhante, pode ocorrer hipotireoidismo associa- 
do a tumores trofoblasticos (um cancer raro que se desen- 
volve de ovos anormais fertilizados), que produzem grandes 
quantidades de hCG, que pode se ligar com alta afinidade ao 
receptor de TSH. 

Outras desordens que parecem dever-se a especificidade 
spillover e o hiperandrogenismo com formas associadas a Seve¬ 
rn resistencia a insulina (reatividade cruzada da insulina com 
outros receptores ovarianos para IGF-I) e possivel macrosso- 
mia em criangas de maes diabeticas (reatividade cruzada da 
insulina com receptores para IGF-1 em tecidos somaticos). 

Resposta alterada dos tecidos 

Estados de deficiencia hormonal podem ser reproduzi- 
dos por condigoes patologicas nos quais os hormonios sao 
sintetizados e liberados em concentragoes adequadas, mas os 
tecidos-alvos tornam-se resistentes a agao hormonal. Desor¬ 
dens de resistencia das celulas-alvo podem ser devidas a sintese 
insuficiente de receptor, interferencia da ligagao ao receptor 
(presenga de um anticorpo antirreceptor), uma anormalidade 
estrutural do receptor, ou defeitos nos eventos moleculares 
que ocorrem apos ligagao do hormonio ao receptor. Essas 
sindromes, embora relativamente raras, usualmente resultam 
em consequencias severas. Alteragao da fungao do receptor 
ou transdugao alterada pode causar uma variedade de doen- 
gas endocrinas congenitas ou adquiridas. 

■ Anormalidades na a^ao hormonal: Essas sindromes 
sao geralmente causadas por mutagoes/delegoes/ablagoes 
nos receptores de um dado hormonio, que entao se torna 
incapaz de se ligar a ele e mediar seu efeito no tecido ou 
celula-alvo, apesar do hormonio estar presente em quanti¬ 
dades normais ou mesmo elevada. Na sindrome da insen- 
sibilidade a androgenio (SAI) ocorrem mutagoes no gene 
que codifica para o receptor de androgenio, podendo ser 
classificada como completa ou parcial, dependendo da 
quantidade da fungao resisual do receptor. Na SAI com¬ 
pleta as concentragoes circulantes de testosterona dos pa¬ 
cientes sao maiores ou iguais as encontradas em mulheres 
saudaveis.As concentragoes de LH estao aumentadas, pre- 
sumivelmente devido a resistencia do sistema hipotalami- 
co-pituitario a inibigao androgenica. Tambem se tern ob- 
servado resistencia a hormonios previamente funcionais 
ao longo do tempo. Esse tipo de resistencia e proveniente 
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de uma falha do acoplamento eficiente da sinalizagao do 
receptor com as vias efetoras intracelulares a jusante, que 
normalmente medeiam o efeito hormonal. O exemplo 
mais comum desse tipo de resistencia e o diabetes tipo 2, 
em que os tecidos-alvos gradativamente vao se tornando 
mais e mais resistentes a agao da insulina, secundariamente 
a redugao da ativagao do fosfatidilinositol-3-quinase e ou- 
tras vias de sinalizagao intracelular. Mutagoes com perda 
de fungao da cadeia P do receptor intracelular do hor¬ 
monio tireoidiano leva a uma sindrome rara de resistencia 
ao hormonio tireoidiano. Nesta condigao, concentrates 
de T 4 e T 3 (total e livre) mais elevadas que a fisiologica 
sao requeridas para manter o estado eutireoidiano. Assim, 
na ausencia de hipertiroidismo clinico, se concentrators 
elevadas dos hormonios tireoidianos na forma total ou 
livre estiverem presentes com TSH no limite superior do 
intervalo de referenda ou levemente elevado, resistencia 
ao hormonio tireoidiano e provavel. Por causa do esti- 
mulo tireoidiano pelo TSH, aumento da glandula pode 
estar presente por nao haver resistencia ao TSH. Alguns 
pacientes afetados podem apresentar achados clinicos de 
hipotireoidismo. 

■ Anormalidades no metabolismo hormonal: Essas 
sindromes tambem podem ser causadas pela deficiencia 
de uma enzima que seja necessaria para a ativa^ao do 
hormonio. Paciente com deficiencia da enzima 5a— 
-redutase, ha concentrates adequadas de testosterona na 
circulagao. Contudo, em muitos tecidos nao ha resposta 
a esse hormonio porque essa enzima e necessaria para a 
conversao intracelular da testosterona ao metabolito ativo 
di-idrotestosterona. Altas razoes da concentragao circulan- 
te de testosterona para di-hidrotestosterona sao indicativas 
da deficiencia da enzima 5-alfarredutase. Uma forma de 
resistencia ao hormonio tireoidiano resulta da deficiencia 
na conversao deT 4 emT r Essa condigao resulta da muta- 
£ao no gene SECISBP2 , que influencia a sintese celular 
de deiodinases, fazendo as concentrates plasmaticas de 
TSH se apresentarem levemente elevadas,T 4 livre elevado, 
T 3 diminuido, e T 3 reverso elevado. 

■ Anormalidades no transporte hormonal: MCT8 e 
um importante transportador dos hormonios tireoidia¬ 
nos (T e T ) nos neuronios e foi mostrado que muta- 
tes no gene que codifica para este transportador resul- 
tam em severo retardo psicomotor e alteragao da fungao 
tireoidiana, com concentrates plasmaticas elevadas de 
T 3 , nor mais a baixas de T 4 (total e livre), nor mais a ele¬ 
vadas de TSH e baixas de T 3 reverso. 

Varios hormonios circulam como complexos com protei- 
nas transportadoras. As proteinas carreadoras solubilizam com- 
postos lipofilicos como hormonios esteroidais para facilitar seu 
transporte no ambiente circulatorio primariamente aquoso e 
tamponam a concentragao do hormonio livre, hormonio ativo 
no tecido. Com relagao aos mecanismos de regula^ao, acredita- 
-se que a taxa de secregao hormonal seja ajustada pelo nivel de 
hormonio livre, o que faz com que a sintese de um determinado 


hormonio seja controlada de forma independente do tamanho 
do reservatorio hormonal ligado as proteinas transportado¬ 
ras. Como consequencia, um aumento ou uma diminui^ao da 
concentragao das proteinas transportadoras tern pequeno efeito 
no impacto tecidual dos hormonios transportados. A despeito 
da grande afmidade de algumas proteinas carreadoras para seus 
ligantes, uma proteina especifica pode nao ser essencial para a 
distribuigao hormonal. Por exemplo, em humanos com defi¬ 
ciencia congenita da Globulina ligadora de tiroxina (TBG), ou- 
tras proteinas como a transtirretina (TTR) e albumina assumem 
sua fungao. O fato de a afmidade dessas proteinas transportadoras 
secundarias do hormonio tireoidiano ter menor magnitude que 
a TBG, e possivel para o sistema de retroalimentagao hipota- 
lamo-hipofise manter as concentrates normais do hormonio 
tireoidiano livre e uma concentragao mais baixa do hormonio 
total. O fato da concentragao do hormonio tireoidiano livre se 
manter normal na deficiencia de TBG indica que e essa fracao 
livre que e mantida pelo eixo hipotalamo-hipofise, e que essa 
fragao e o hormonio ativo. Em situates de excesso, o mesmo 
ocorre no excesso congenito de TBG e formas anormais de al¬ 
bumina e pre-albumina ligadora de tiroxina (TBPA), nas alte- 
ragoes e concentrates deT 4 total sem afetarT 4 livre, T 3 total e 
T 3 livre. Contudo, hipertri-iodotironinemia isolada eutiroidiana 
(com todos os outros parametros tireoidianos normais), causada 
por uma forma rara de disalbuminemia, foi reportada. 

Anormalidades endocrinas multiplas 

Doengas endocrinas podem ocorrer associadas com ou- 
tras doen^as de origem autoimunes ou nao autoimunes. 

As neoplasias endocrinas multiplas sao doengas heredi- 
tarias raras, nas quais ocorre o desenvolvimento de tumo- 
res benignos ou malignos (cancerosos) em varias glandulas 
endocrinas. Os tumores das neoplasias endocrinas multiplas 
podem aparecer precocemente na infancia, ou tardiamente, 
em torno dos 70 anos de idade. As alteragoes causadas pelas 
neoplasias endocrinas multiplas sao decorrentes, sobretudo, 
do excesso de hormonios produzidos pelos tumores. As neo¬ 
plasias endocrinas multiplas ocorrem em tres padroes, deno- 
minados tipos I (Tumores de paratireoides, de pancreas, de 
hipofise ou de todas essas glandulas), IIA (podem consistir em 
um tipo raro de cancer de tireoide, em um feocromocitoma e 
na hiperatividade das paratireoides), e IIB (cancer medular da 
tireoide, em um feocromocitoma e em neuromas), embora, 
ocasionalmente, ocorra a sobreposi^ao de tipos. 

Sindromes poliglandular autoimune (SPA) formam um 
grupo diferente de desordem autoimune e sao endocrino- 
patias raras caracterizadas pela existencia de ao menos duas 
doen^as glandulares autoimunes mediadas. Os dois subtipos 
principais de SPA, tipo I e tipo II, sao distinguiveis de acordo 
com a idade de apresenta^ao, padroes de combinagoes carac- 
teristicos de doenga e modo de heranga. A coexistencia de 
insuficiencia adrenal ou com doenga tireoidiana autoimune 
e/ou diabetes tipo 1 e definida como sindrome de Carpenter. 

ATabela 10.1 traz as desordens endocrinas mais comuns, 
suas causas e caracteristicas. 
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Tabela 10.1 Doengas endocrinas. 


Doenga endocrina 

Causa 

Caracteristica 

Sindrome de Cushing 

Excesso de glicocorticoides (qualquer 
causa) 

Obesidade central, hipertensao, intolerance 
a glicose, face em lua cheia, nodoas negras, 
osteoporose. 

Bocio 

Crescimento da glandula tireoide 

A secregao dos HT pode estar alta, baixa ou 
normal. 

Tireotoxicose 

t de T 3 e T 4 por qualquer causa 

Perda de peso, intolerance ao calor, aumento 
dos batimentos cardecos, depressao. 

Hipotireoidismo 

i de T 3 e T 4 por qualquer causa 

Ganho de peso, intolerance ao frio, fraqueza 
muscular, diminuigao dos batimentos 
cardecos, depressao. 

Hipogonadismo 

Qualquer causa 

Homem: i testosterona 

Mulheres: l estrogenio 

Infertilidade, impotencia, diminuigao das 
caracteristicas sexuais secundarias. 

Amenorreia, infertilidade, osteoporose. 

Sindrome do ovario 
policistico 

Aumento de androgenios em mulheres 

Anormalidade dos periodos menstruais, 
diminuigao da fertilidade, hirsutismo, 
obesidade, intolerance a glicose. 

Menopausa 

i estrogenio e fim da vida reprodutiva 

Finalizagao dos periodos menstruais, 
infertilidade, ondas de calor, osteoporose. 

Diabetes mellitus 

Tipo 1: Falta de secregao de insulina 

Tipo 2: Falta de agao da insulina e 
diminuigao da secregao de insulina 

Perda de peso, polidipsia, poliuria, cetoacidose, 
complicagoes micro e macrovasculares. 

Obesidade, polidipsia, poliuria, complicagoes 
micro e macrovasculares. 

Sindrome metabolica 

Resistencia a insulina 

Combinagao de obesidade, intolerance a 
glicose, hipertensao, f do colesterol. 

Secregao hormonal ectopica 

Secregao hormonal portumores 
celulares 

Depende do hormonio secretado. 

Diabetes insipidus 

Central: falha na secregao de ADH 
Nefrogenica: varias causas 

Falha da capacidade de concentrar a urina, 
desidratagao, polidipsia, poliuria. 

SIADH 

t de AVP 

Retengao inapropriada de agua, baixo sodio 
plasmatico. 

Acromegalia 

t de GH em adultos 

Crescimento de tecidos moles e visceras, 
intolerance a glicose 

Hiperprolactinemia 

t de prolactina 

Mulheres: amenorreia, infertilidade, 
galactorreia. 

Homens: desenvolvimento das mamas, 
galactorreia. 

Pan-hipopituitarismo 

i dos hormonios da hipofise anterior 

Caracteristicas de i dos hormonios: GH, LH, 

FSH, ACTH e TSH. 

Fecromocitoma 

t de adrenalina e noradrenalina 

Elevagao da pressao sanguinea, t dos 
batimentos cardecos, ansiedade. 


(Continua) 
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Tabela 10.1 Doengas endocrinas. 

(• Continua^ao ) 

Doenga endocrina 

Causa 

Caracteristica 

Hiperplasia adrenal congenita 

Secregao anormal de esteroides 
adrenais 

Criangas: falha no desenvolvimento e virilizagao 
de meninas. 

Doenga de Addison 

Insuficiencia adrenal primaria: i 
cortisol e aldosterona 

Fraqueza, hipotensao, desidratagao, i desodio 
e f de potassio. 

Doenga de Graves 

t de T 3 e T 4 por causa autoimune 

Como tireotoxicose com oftalmopatia e 
mixedema. 

Tireoidite de Hashimoto 

i de T 3 e T 4 por causa autoimune 

Como hipotireoidismo. 

Sindrome de Klinefelter 

Anormalidade cromossomal XXY 

Hipogonadismo masculino. 

Sindrome de Turner 

Anormalidade cromossomal X0 

Ausencia de puberdade feminina, os periodos 
menstruais nao iniciam, infertilidade, 
anormalidades cardiovasculares. 

Insuficiencia ovariana 
prematura 

i estrogenio, menopausa antes dos 

40 anos 

Como menopausa. 

Hiperparatireoidismo 

Primario: f de PTH 

Ectopico: f de PTHrp 

Hipercalcemia (calculos), desidratagao. 

Osteomalacia 

Deficiencia de vitamina D em adultos 

i da densidade ossea, fraturas patologicas. 

Gigantismo 

t de GH em criangas 

Crescimento aumentado, especialmente na 
altura, na infancia. 

Sindrome de laron 

Anormalidade do receptor do GH 

Diminuigao do crescimento em criangas. 

Sindrome de Sheehan 

Interrupgao do fluxo sanguineo para 
pituitaria 

Como pan-hipopituitarismo. 

Doenga de Cushing 

t de ACTH pituitario 

Como sindrome de Cushing. 

Sindrome de Conn 

Excesso de aldosterona 

Hipertensao, baixas concentragoes plasmaticas 
de potassio. 

Cretinismo 

l de T 3 e T 4 no utero ou 
hipotireoidismo congenito 

Retardo mental severo. 

Sindrome de Kallmann 

Causa hipogonadismo terciario em 
homens 

Como hipogonadismo com anosmia 
(l total do olfato). 

Abuso de esteroide 
androgenico anabolico 

i de testosterona 

Infertilidade, atrofia testicular masculina, 
virilizagao nas mulheres. 

Raquitismo 

Deficiencia de vitamina D em criangas 

i da mineralizagao ossea, deformidades 
osseas. 

Hipoparatireoidismo 

1 de PTH 

Hipocalcemia, comichoes, tetania, convulsoes. 

Sindrome de Zollinger-Ellison 

t da gastrina 

Severa ulceragao peptica. 

Neoplasia endocrina multipla 

Varios 

Tumores de diferentes glandulas endocrinas. 


Abrevia<;6es: IOG: intolerancia oral a glicose; HT: hormonios tireoidianos; T 3 : tri-iodotironina; T 4 : tiroxina; ADH: hormonio antidiuretico; SIADH: sindrome 
do inapropriado hormonio antidiuretico; AVP: vasopressina; GH: hormonio do crescimento; LH: hormomio luteinizante; FSH: foliculo estimulante; ACTH: 
adrenocorticotropico; TSH: tireotropina, PTH: hormonio da paratireoide; PTHrp: peptideo relacionado ao hormonio da paratireoide. 

Sfmbolos: |: diminuigao; t^aumento. 

Fonte: Tradu<;ao de Hinson, Haven e Chew, 2010. 
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■ CLASSIFICAgAO DE DOEN^AS ENDOCRINAS 
Doengas primarias e secundarias 

Tanto as desordens de hiposecregao como hipersecregao 
sao classificadas em primarias e secundarias, dependendo se o 
disturbio ocorre no interior do orgao produtor do hormonio 
(primaria) ou se e devido a alteragao de estimulagao adequa- 
da por hormonios que controlam a produgao hormonal de 
dado orgao (secundaria). Isso ocorre porque existem varias 
etapas de controle que auxiliam a secregao final de um dado 
hormonio (Figura 10.1). 

Desta forma, um orgao endocrino que esteja secretan- 
do pequenas ou grandes quantidades de seu hormonio pode 
faze-lo devido a uma anormalidade do interior do mesmo; 
esse disturbio e entao considerado primario. Por outro lado, 


caso o orgao seja normal, mas esteja secretando o hormo¬ 
nio de forma anormal simplesmente porque esta recebendo 
pouca (hipossecregao) ou muita (hipersecregao), hormonio 
trofico correspondente, nesse caso a anormalidade e deno- 
minada secundaria. Essas condigoes estao ilustradas na Figura 
10.3, para os orgaos-alvo (adrenais, tireoide e gonadas) que 
sao regulados pelos hormonios troficos da pituitaria anterior. 

Observar que nos casos de hipofungao, a secregao do 
hormonio pela glandula-alvo esta, por defmigao, abaixo do 
normal, enquanto a secregao do hormonio trofico pode es- 
tar anormalmente elevada (hipofungao primaria) ou reduzida 
(hipofungao secundaria). Caso exista hiposecregao secunda¬ 
ria, por defmigao, a secregao do hormonio trofico esta redu¬ 
zida, como o hormonio da glandula-alvo, uma vez que falta 
estimulo para a produgao deste ultimo. Caso haja um distur- 


Situagao normal 
Pituitaria 



Hipofungao 1° 
Pituitaria 



Hipofungao 2° 
Pituitaria 



^ \ 

Glandula 


alvo 


Hipofungao 1° 
Pituitaria 



Hipofungao 2° 
Pituitaria 



Ectopica 

Pituitaria 


Tecido \HT 
ectopico 



Figura 10.3 Classificagao das doengas endocrinas em hipo e hipersecregoes primarias, hipo e hipersecregoes secundarias ou hipersecregao 
ectopica. Na figura estao representadas seis situagoes de secregao de um dado hormonio por uma glandula-alvo (HGA: hormonio da glandula 
alvo) sob controle do hormonio trofico (HT) especifico liberado pela pituitaria anterior. Situagao normal: O HT estimula a produgao 
do HGA pela glandula-alvo, o qual por retroalimentagao negativa controla sua produgao normal, mantendo em concentragoes adequadas. 
Hipofungao 1: A glandula-alvo devido a alguma anormalidade nao responde ao HT sintetizando o HGA, resultando na elevagao da con- 
centragao do HT por nao haver regulagao por retroalimentagao negativa. Hipofungao 2: Por haver alguma anormalidade na pituitaria, o HT 
nao e produzido, nao havendo estimulo da glandula-alvo para a produgao do HGA, havendo concentragoes diminuidas de ambos os hormo¬ 
nios. Hiperfungao 1: Devido a alguma anormalidade, a glandula-alvo esta produzindo HGA em altas concentragoes, que pelo mecanismo 
retroalimentagao negativa suprime a produgao de HT, diminuindo suas concentragoes. Hiperfungao 2: Por haver alguma anormalidade na 
pituitaria, o HT nao e produzido em altas concentragoes, ocasionando grande estimulo da glandula-alvo para a produgao do HGA, havendo 
concentragoes elevadas de ambos os hormonios. Ectopico: Algum tumor ectopico esta produzindo grandes quantidades de HT, estimulando 
a glandula-alvo a produzir grandes quantidades de HGA, o qual pelo mecanismo retroalimentagao negativa suprime a produgao de HT, mas 
apenas pela pituitaria, nao pelo tumor ectopico, fazendo com que as concentragoes tanto de HT como de HGA se encontrem elevadas. 
Estimulagao e inibigao sao representadas por (®) e (0), respectivamente. As setas azuis fmas representam sintese de HT e HGA em concen¬ 
tragoes adequadas, as setas azuis grossas altas concentragoes e as setas azuis pontilhadas baixas concentragoes. 

Fonte: Adaptada de Hedge, Colby e Goodman, 1987. 
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bio primario, o hormonio trofico esta aumentado devido a 
redugao das concentrates do hormonio da glandula-alvo, 
que produzem menor inibigao por retroalimentagao negativa 
sobre a secregao do hormonio trofico, fazendo com que este 
ultimo tenha suas concentrates elevadas. 

Nos casos de hiperfungao, a secregao do hormonio pela 
glandula-alvo esta, por defmigao, acima do normal, enquan- 
to a secre^ao do hormonio trofico pode estar reduzida (hi- 
perfungao primaria) ou anormalmente elevada (hiperfungao 
secundaria). Caso haja um disturbio primario, o hormonio 
trofico esta diminuido devido a inibigao de sua sintese por 
retro alimentagao negativa exercida pelas altas concentrates 
do hormonio da glandula-alvo. Caso exista hipersecregao se¬ 
cundaria, por defmigao, a secregao do hormonio trofico esta 
aumentada, como o hormonio da glandula-alvo, uma vez que 
ha excesso de estimulo para a produgao deste ultimo. 

Tumores ectopicos 

Nao sao apenas tecidos endocrinos bem-defmidos que 
sao capazes de secretar hormonios. Todas as celulas retem a 
capacidade para secregao hormonal e e bem reconhecido 
que celulas malignas podem expressar genes codificantes de 
peptidios hormonalmente ativos. O mecanismo usual para 
o processamento hormonal nao esta presente nessas malig- 
nidades, o peptidio secretado pode ser um fragmento ou 
um precursor de um hormonio maduro normal. A secregao 
inapropriada desses hormonios por tecidos que usualmente 
produzem determinado hormonio sao denominados secre¬ 
gao hormonal ectopica. Frequentemente, secregao hormo¬ 
nal ectopica e observada como caracteristica de tumores 
endocrinos, por exemplo, carcinoma de celulas de ilhotas 
pancreaticas podem ocasionalmente secretar hormonio 
adrenocorticotrofico (ACTH), usualmente secretado pela 
glandula pituitaria. Tecidos nao endocrinos tambem podem 
secretar hormonios, por exemplo, a secregao inapropriada 
de ACTH e uma caracteristica reconhecida de algumas pe- 
quenas celulas de carcinomas de pulmao. O exemplo mais 
comum de secregao ectopica hormonal e um hormonio 
peptidico denominado peptideo relacionado ao hormonio 
da paratireoide (PTHrp), o qual e secretado aproximada- 
mente por 10% dos tumores malignos e causa a hipercalce- 
mia, denominada hipercalcemia maligna. 

A Figura 10.3 traz a representagao da hipersecregao ec¬ 
topica de um hormonio originalmente produzido pela pi¬ 
tuitaria. Esse hormonio ectopico estimulara a glandula-alvo 
a produzir altas concentrates de hormonio, que por retroa- 
limentagao negativa inibira a pituitaria a produzir o hormo¬ 
nio trofico, mas nao inibira o tumor ectopico. Nesta situagao, 
tanto o hormonio trofico produzido pelo tumor ectopico 
como o hormonio da glandula-alvo encontram-se em con¬ 
centrates elevadas. 

O diagnostico da secregao ectopica e realizado por uma 
abordagem de imagem, combinada a dosagem da concentra- 
gao hormonal na irrigagao arterial ou venosa de um tecido, e, 
assim, estabelecendo a fonte hormonal. 


Doenqas terciarias 

Em algumas situates de hipofungao, porem mais raras, a 
alteragao da produgao anormal do hormonio pela glandula- 
-alvo seja devida ao estimulo inadequado, mas nao pelo hor¬ 
monio trofico, e, sim, pelos fatores de liberagao hipotalamicos, 
constituindo uma desordem terciaria. Os hormonios do hi¬ 
potalamo nao sao normalmente secretados em abundancia. 
Mesmo sendo possivel sua dosagem, na insuficiencia adrenal, 
por exemplo, a dosagem do CRH basal nao tern utilidade de¬ 
vido a discrepancias obtidas nos resultados. Desta forma, sao 
solicitados diferentes testes de estimulo, para verificar a ca¬ 
pacidade de adaptagao de seu eixo hipotalamo-pituitaria, os 
quais serao discutidos mais adiante. Exemplificando, em uma 
situa^ao de esterilidade em que as concentrates plasmaticas 
de LH e FSH encontram-se diminuidas, sera feito teste de 
estimulo com GnRH. Isto pode ser feito pela administragao 
intravenosa de GnRH sintetico, que por esta via chegara as 
celulas gonadotropicas da pituitaria anterior e desencadear 
a secre^ao de LH e FSH. Uma progressao da resposta pode 
ser medida e estara dentro dos valores normais (terciario) ou 
estara claramente diminuida (secundario). Se a resposta for 
deficiente, as celulas da pituitaria anterior nao estao funcio- 
nando adequadamente e sao a causa da sindrome (secunda¬ 
rio) . Por outro lado, resposta normal da pituitaria ao GnRH 
indicaria que o hipotalamo nao esta funcional (terciario). Tal 
descoberta sugeriria exame do hipotalamo quanto as condi- 
tes que levam a disponibilidade/produgao insuficiente de 
hormonios liberadores. 

■ INVESTIGAgAO ENDOCRINA 

A investigagao de uma desordem endocrina e usualmen¬ 
te indicada com a dosagem plasmatica das concentrates 
hormonais. Em alguns casos, essa dosagem pode ser suficiente 
para determinar a existencia de uma desordem, mas quando o 
hormonio sobre investigagao e secretado de forma episodica 
(tais como GH e cortisol), dosagem em um unico momento 
(teste basal) frequentemente apresenta um valor muito limi- 
tado. No diagnostico de alteragoes parciais dos mecanismos 
de controle endocrinos podemos utilizar tres tipos de testes 
funcionais: dosagens hormonais seriadas, dosagens de pares 
hormonais, e testes dinamicos (testes de reserva endocrina e 
retrocontrole endocrino). Todos os tres sao de maxima im- 
portancia no diagnostico, mas podem sofrer a influencia de 
inumeros fatores que tornariam sua interpretagao bastante 
complexa. 

Existem duas situates gerais para a realizagao da inves- 
tigagao endocrina. A primeira e para confirmar um diagnos¬ 
tico, e a segunda para monitorar a progressao de uma doenga. 
Existem varias possibilidades de testes que tern por objetivo 
a confirmagao diagnostica e, portanto, um grau de selegao e 
julgamento tern de ser introduzido. A selegao dos testes pre- 
cisa ser guiada pela condigao clinica. Uma abordagem e a de 
fazer um diagnostico clinico baseado no reconhecimento de 
padroes. Por exemplo, uma combinagao classica dos sintomas 
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da doenga endocrina e a perda de peso, apesar de um bom 
apetite (visto em tireotoxicose), o que poderia levar a avalia- 
£ao da glandula tireoide. A segunda abordagem e a utilizagao 
dos principios basicos de fisiologia e anatomia para orientar 
os testes de diagnostico. Isso e necessario se o padrao clinico 
nao estiver claro, ou um resultado surpreendente for encon- 
trado. Por exemplo, pode ter sido encontrada fibrilagao atrial 
(um ritmo cardiaco irregular) em um paciente submetido a 
um exame de rotina antes de uma cirurgia. Uma vez que as 
concentrates elevadas de hormonios tireoidianos estimulam 
o coragao, e em particular as camaras atriais, isto deveria levar 
a teste de fungao da tireoide, mesmo na ausencia de outros 
sintomas classicos. 

Dosagem basal 

Os testes mais utilizados em endocrinologia quantificam 
hormonios e eletrolitos em amostras de sangue. As concen¬ 
trates hormonais variam durante o dia, e os intervalos de 
referenda sao dependentes da hora em que a amostra foi 
obtida. Desta forma, os valores de intervalos de referenda 
sao usualmente baseados em amostras em jejum obtidas as 
9 horas. E vital para a correta interpreta^ao de um resultado 
de exame de sangue que a hora em que a amostra foi obtida 
seja registada. Essas amostras sao tambem conhecidas como 
amostras basais, uma vez que representam o estado basal ou 
nao estimulado. 

A dosagem isolada dos hormonios nem sempre permite 
a distingao entre o normal e o patologico. As largas faixas de 
normalidade para concentrates sericas de alguns hormonios 
tornam imprecisa a interpretagao de valores individuals se o 
valor normal previo para determinado paciente for desco- 
nhecido. Por exemplo, uma concentragao serica de tiroxina 
(T 4 ) no limite maximo para a populagao em geral pode estar 
associada a hipertireoidismo em um paciente cuja concentra- 
£ao, usualmente, estaria no limite minimo da faixa de norma¬ 
lidade. Alem disso, ha pequenos niveis de disfun^ao endocrina 
que podem estar compensados em condi^oes basais. Portanto, 
as concentrates sericas de cortisol podem estar normals em 
pacientes com insuficiencia adrenocortical parcial devido ao 
aumento de secre^ao de corticotrofma (ACTH). 

Dosagens hormonais seriadas 

Em algumas circunstancias, a variagao de secregao hor¬ 
monal reflete processos pouco compreendidos de exacer- 
ba^ao ou de remissao de patologias. Dessa forma, dosagens 
seriadas das concentrates plasmaticas de calcio e PTH (pa- 
ratormonio) por periodos prolongados podem ser necessarias 
para diagnostico de hiperparatireoidismo. Outras condi^oes 
clinicas, como a sindrome de Cushing, podem apresentar o 
mesmo padrao de exacerba^ao/remissao. Em outras circuns¬ 
tancias, a variagao na secregao hormonal endocrina resulta de 
alterates ritmicas, como uma secre^ao pulsatil ou um ritmo 
circadiano basico. A perda do ritmo circadiano de secre^ao de 
cortisol pode ser um sinal precoce de sindrome de Cushing. 
O ritmo circadiano da secregao hormonal pode ser alterado 


por inumeros fatores, como disturbios do sono, drogas, doen- 
gas psiquiatricas e estresse. A demonstragao de uma variagao 
diurna normal pode ser uma boa evidencia de normalidade 
em sua fungao. No entanto, sua ausencia nao indica necessa- 
riamente uma doenga endocrina primaria. Na verdade, alte¬ 
rates desse ritmo circadiano indicam a necessidade de testes 
diagnosticos adicionais. 

Dosagem de pares hormonais 

Como o sistema endocrino funciona basicamente sob 
retrorregulagao, a dosagem de pares hormonais (T 4 e TSH, 
calcio e PTH, testosterona e LH) permite uma avaliagao das 
concentrates individuals. Por exemplo, uma vez que a faixa 
de normalidade do T 4 e ampla, as concentrates de determi¬ 
nado paciente poderiam cair para a metade e ainda permane- 
cer na faixa normal. Nesse caso, contudo, uma concentragao 
de T 4 proxima aos limites minimos normals, associada a ele¬ 
vadas concentrates de TSH, indicam o estagio inicial de 
uma doenga tireoidiana compensada. Baixas concentrates 
de ambos os pares hormonais apontam deficiencia do hor¬ 
monio trofico (desordem secundaria ou terciaria). Altas con¬ 
centrates do hormonio-alvo com baixas concentrates do 
hormonio trofico sugerem secre^ao autonoma do orgao-alvo 
(desordem primaria). Elevadas concentrates de ambos os pa¬ 
res hormonais sao compativeis com os mecanismos de varias 
doen^as. A secregao autonoma de um hormonio trofico pode 
ser topica (secundaria) ou ectopica. Por exemplo, a sindrome 
de Cushing pode resultar da secre^ao pituitaria de ACTH ou 
da secregao de ACTH por tumores pulmonares. Outra possi- 
bilidade e a secregao de fatores liberados a partir de tumores 
em orgaos perifericos, causando hipersecre^ao de hormonios 
pituitarios, por exemplo, a acromegalia resultante da secregao 
ectopica de fatores liberadores do hormonio de crescimento. 
Por outro lado, a elevagao combinada do hormonio trofico e 
do hormonio da glandula-alvo pode se dever a resistencia a 
agao do hormonio da glandula-alvo. Essa resistencia pode ser 
herdada (como nos casos de defeito de receptor de androge- 
nos que causam resistencia a a^ao do hormonio e resultam 
em niveis elevados de LH e de testosterona), ou adquirida 
(como no caso de resistencia insulinica da obesidade, que 
pode levar a hiperinsulinismo e hiperglicemia). Assim, a ele- 
va^ao de TSH e T 4 pode indicar tanto secre^ao autonoma de 
TSH quanto resistencia a agao do T 4 . 

Testes dinamicos 

Os testes dinamicos sao utilizados para diferenciar as cau- 
sas das doengas endocrinas (primarias,secundarias e terciarias) 
ou para detectar anormalidades que podem nao ser obtidas 
pelos resultados basais. O principio do teste dinamico e sim¬ 
ples. Quando um excesso hormonal e suspeitado, o objetivo 
do teste dinamico e suprimir a concentra^ao hormonal. Se, 
por outro lado, suspeita-se de insuficiencia de secre^ao hor¬ 
monal, o objetivo do teste e estimular a secregao. As amos¬ 
tras sao coletadas em tempos especificos, apos estimulagao 
ou supressao. Esses testes visam verificar todo o sistema tanto 
quanto possivel. 
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Testes de estimulo: Sao utilizados na suspeita de hi- 
pofungao endocrina para avaliar a capacidade de reserva 
de sintese e secre^ao hormonal. Esses testes sao realiza- 
dos de duas maneiras: 1) Administragao de um hormo- 
nio trofico para testar a capacidade do orgao-alvo de 
aumentar a produgao hormonal. Esse hormonio pode 
ser um fator liberador hipotalamico, como o TRH, ou 
um hormonio pituitario, como o ACTH. Nesses casos, 
a capacidade do orgao-alvo e avaliada pela mensuragao 
dos niveis hormonais sericos — nos exemplos citados, 
o TSH e o cortisol; 2) Estimulagao da secre^ao de um 
hormonio trofico endogeno ou fator estimulador e 
medigao do efeito desses estimulos antiestrogenic os em 
nivel hipotalamico, diminuindo o retrocontrole negativo 
e causando um aumento na secregao de gonadotrofmas, 
que pode ser seguido por ovulagao e/ou aumento na 
formagao de esteroides gonadais. A Tabela 10.2 resume 
os testes de estimulo mais comuns. 

Testes de supressao: Sao utilizados casos de suspeita 
de hiperfungao endocrina. Como nos testes de estimulo 
sao utilizados hormonios exogenos ou fatores regula- 
dores conhecidos para avaliar a inibi^ao da produgao 


hormonal endogena, por exemplo, a administragao de 
glicocorticoide (dexametasona) a pacientes com suspeita 
de sindrome de Cushing para avaliar a capacidade de 
inibigao da secregao do ACTH e, portanto, da sintese 
adrenal de cortisol. A falencia da supressao nesses testes 
indica a presenga de secre^ao autonoma do hormonio 
da glandula-alvo ou de hormonios troficos (pituitarios 
ou de sitios ectopicos), que nao estao sob retrorregula- 
gao normal (Tabela 10.3). 

Os testes dinamicos fornecem a melhor avaliagao dos 
disturbios endocrinos leves, por exemplo, o teste de estimulo 
com cortrosina (ACTH sintetico) para diagnosticar insufi- 
ciencia adrenocortical parcial com secregao de cortisol basal 
normal. Os testes dinamicos tambem sao uteis na determina- 
^ao do local do defeito endocrino, tal como o estimulo com 
GnRH para diagnosticar se o hipogonadismo hipogonado- 
trofico ocorre em consequencia de insuficiencia pituitaria 
ou hipotalamica. Em pacientes com sindrome de Cushing, a 
supressao da produgao de cortisol em resposta a altas doses de 
dexametasona sugere hipersecregao pituitaria de ACTH,uma 
vez que tumores adrenais ou secregao ectopica de ACTH nao 
respondem ao teste de supressao. 


Tabela 10.2 Testes de estimulo frequentes. 

Orgao/Sistema 

Estimulo 

Resposta 

Hipotalamo 

Hipoglicemia 

GH e ACTH (cortisol) 

Pituitaria 

Metirapon a 

ACTH (cortisol e 11-desoxicortisol) 


Levodopa 

GH 


Arginina 

GH 


Citrato de clomifeno 

Gonodotrofinas 


Exercicio 

GH 


Restrigao hidrica 

Vasopressina 

Pituitaria 

TRH 

TSH e prolactina 


GnRH 

Gonodotrofinas 


CRH 

ACTH (cortisol) 


GHRH 

GH 

Tireoide 

TSH 

Captagao de iodo radioativo 

Adrenal 

Cortrosina 

Cortisol 


Metirapona 

Cortisol e 11 -desoxicortisol 


Mudanga de postura 

Renina e aldosterona 

Gonadas 

HCG 

Testosterona 

Pancreas 

Glicose 

Insulina 

Balango hidrico 

Vasopressina 

Concentragao urinaria 


HCG: Gonadotrofina Corionica. 

Fonte: Modificada de Silveiro S. P.; et ai, 2015. 
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Tabela 10.3 Testes de supressao frequentes. 


Orgao/sistema 

Agente supressor 

Resposta 

Hipotalamo-hipofise 

Glicose 

GH 


Dexametasona 

ACTH (cortisol) 

Tireoide 

T4 

Captagao de iodo radioativo 

Adrenal 

Dexametasona salina 

Cortisol 


Clonidina 

Renina e aldosterona 



Noradrenalina plasmatica 


Fonte: Modificada de Silveiro S. P.; et al., 2015. 


A principal dificuldade na interpretagao dos testes e a de- 
fmi^ao adequada do que seja resposta normal em individuos 
normais que apresentam outras patologias. Por exemplo, os 
atletas tern uma resposta aumentada do ACTH e do cortisol ao 
estimulo com cortrosina.Alem disso, inumeros fatores influen- 
ciam na resposta de um teste funcional, tais como: idade, sexo, 
tabagismo, uso de determinadas drogas, obesidade, desnutrigao, 
insuficiencia renal cronica, cirrose hepatica e outras patologias 
associadas. Por exemplo, a resposta do TSH ao estimulo com 
TRH diminui em homens com mais de 60 anos de idade. Ci- 
tamos, ainda, a resposta subnormal do GH ao estimulo de hi- 
poglicemia induzida por insulina e a administragao de arginina 
e de levodopa em pacientes obesos, que normalizam apos o re- 
torno ao peso ideal. Por outro lado, pacientes com desnutrigao 
grave, insuficiencia renal cronica ou cirrose hepatica costumam 
ter niveis de GH basal elevados, que nao respondem a supres¬ 
sao ou respondem com um aumento paradoxal apos sobre- 
carga de glicose. Na avaliagao da baixa estatura, a realizagao de 
dois testes aumenta a sensibilidade de 80% para mais de 90%. 

Varias doengas psiquiatricas estao associadas a testes di- 
namicos da fungao endocrina, alterados na ausencia de pa- 
tologia endocrina especifica. A mais frequente e a depressao. 
Pacientes com depressao primaria grave nao apresentam 
supressao adequada do cortisol, apos administragao de de- 
xametasona, normalizando essa resposta apos o tratamento 
da depressao. Em 20% dos pacientes com doenga psiquia- 
trica aguda sao encontradas concentrates elevadas de T4 e 
T4 livre sem evidencia clinica de tireotoxicose. A resposta do 
TSH ao TRH apresenta-se subnormal ou ausente em apro- 
ximadamente 25% dos pacientes psiquiatricos sem doenga 
tireoidiana, principalmente em casos de depressao unipolar 
ou bipolar. 

O uso de drogas tambem interfere nos testes dinamicos. 
Glicocorticoides em doses farmacologicas, progestagenos, teo- 
filina e clorpromazina bloqueiam a resposta do GH aos esti- 
mulos usuais. A ingestao cronica e excessiva de alcool diminui 
a resposta da prova de supressao do cortisol a dexametasona. O 
uso de levodopa, de dopamina e de aspirina em altas doses blo- 
queia a resposta do TSH ao TRH. A fenitoina aumenta a cap- 
ta^ao celular e o metabolismo do T4, levando a baixos niveis 


de T4 livre, alem de diminuir em 50% a resposta do TSH ao 
TRH. Portanto, a avaliagao da fungao tireoidiana e prejudicada, 
principalmente quando nos encontramos frente a um paciente 
em uso dessa droga com niveis baixos deT4 eTSH normal. 

Deve ser considerada, ainda, a possivel necessidade de es- 
timulos repetidos para a obtengao de uma resposta normal. 
Por exemplo, pacientes com hipogonadismo hipogonado- 
trofico por doenga hipotalamica com resposta subnormal do 
TH ao estimulo com GnRH podem normalizar a resposta 
ao teste apos uma semana de administragao diaria de GnRH. 
Esse protocolo permite a distingao entre hipogonadismo hi- 
potalamico e pituitario. 
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Envelhecimento 


■ INTRODUgAO 

A idade cronologica, aquela que consta em nossos docu- 
mentos de identidade, muitas vezes, difere da idade biologica 
do nosso organismo. Para que possamos obter informagoes 
mais aprofundadas desse processo biologico, faz-se necessario 
conhecer e interpretar diversos exames laboratoriais, sendo 
que muitos deles fazem parte da rotina das analises clinicas e 
outros ainda sao apenas empregados em pesquisa, no entanto, 
provavelmente, em um futuro proximo serao parte integrante 
da rotina dos laboratories clinicos. 

No principio do seculo passado, mais precisamente no 
ano de 1903, o cientista russo Elie Metchnikoff deu inicio a 
propaga^ao do termo gerontologia, o qual refere-se ao estu- 
do do envelhecimento de forma ampla, incluindo aspectos 
sociologicos, psicologicos, fisiologicos e bioquimicos. Como 
e possivel perceber, o estudo do processo de envelhecimento 
possui mais de cem anos e envolve tanto o conhecimento 
quanto a inter-rela^ao de diversas areas da ciencia. 

O crescente aumento da populagao idosa em todo o 
mundo vem sofrendo, nas ultimas decadas, transigoes impor- 
tantes. Decorrentes de uma brusca queda nos niveis de mor- 
talidade e fecundidade, essas mudan^as evidenciam grandes 
desafios para a sociedade e os orgaos governamentais no que 
se refere a estrutura na area da saude e aos aspectos socioeco- 
nomicos caracteristicos do processo de envelhecimento. 

Mundialmente, hoje, existem cerca de 600 milhoes de 
pessoas com idade igual ou superior a 60 anos, e a estimativa 
e de que, em 2025, esse numero duplique e, no ano de 2050, 
essa popula^ao alcance praticamente 2 bilhoes (Figura 11.1). 
Particularmente nos paises em desenvolvimento tal fenome- 
no tern sido percebido, e, no Brasil, revela-se um crescimento 
cuja proje^ao mostra-nos que, em 2025, o numero de indivi- 
duos com 60 anos ou mais sera de, aproximadamente, 32 mi¬ 
lhoes. Porem, e importante ressaltar que muitas expectativas 
ao longo dos anos nao chegaram a se confirmar efetivamente. 

A feminiza^ao da velhice e um fenomeno que acompa- 
nha o envelhecimento da popula^ao, podendo atribuir-se 
tal acontecimento a questoes como diferen^as biologicas 
(fator de prote^ao conferido aos hormonios), atitude pe- 
rante a doenga e incapacidade (mulheres sao mais cuida- 



Figura 11.1 Popula^ao com 60 anos ou mais de idade: mundo e 
regioes em desenvolvimento, 1950-2050. 

Fonte: United Nations, New York (2009). 

dosas com a saude, percebendo minimos sinais e sintomas), 
e diferen^as quanto ao consumo do alcool e do tabaco, por 
exemplo, sao alguns dos principais fatores que permitem as 
mulheres maior expectativa de vida. Entretanto, as idosas 
estao mais expostas que os homens a violencia domestica 
e a discriminagao em diversos aspectos, significando maior 
possibilidade de apresentar multiplos problemas de saude 
e pertencer a classes sociais menos favorecidas nas idades 
mais longevas. 

Em vista disso, as tendencias das condigoes de sau¬ 
de da popula^ao idosa vem recebendo aten^ao de forma 
crescente e, portanto, torna-se imprescindivel discernir os 
conceitos de senescencia e senilidade para que o idoso nao 
possua mais o estereotipo de doente. Enquanto a senes¬ 
cencia e caracterizada pelas alteragoes tipicas do processo 
gradual do envelhecimento, a senilidade trata das altera- 
goes ocasionadas em vista das distintas afec^oes que po- 
dem vir a acometer os idosos. 

Diante dessa realidade demografica e epidemiologica, 
os tradicionais indicadores de saude tornam-se insuficientes 
para avaliar o bem-estar da popula^ao e, sob essa perspectiva, 
a qualidade de vida plena parece traduzir-se em um con- 
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ceito inatingivel. A literatura demonstra que o aumento de 
doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) esta diretamen- 
te relacionado a crescente demanda de idosos, indicando tra- 
tamento a longo prazo e uma recupera^ao tardia, e exigindo 
diversas vezes interven^oes com risco elevado. Dessa forma, 
percebe-se a relevancia da prevengao de sequelas limitantes 
da capacidade funcional a fim de proporcionar melhor qua- 
lidade a senescencia. 

O envelhecimento envolve distintos fatores endogenos 
e exogenos, os quais devem ser considerados de forma inte- 
grada e, devido a essa multifatorialidade, torna-se complexo 
estudar tal fenomeno de forma abrangente. A seguir, aborda- 
remos alguns topicos que merecem especial destaque quando 
nos referimos a essa tematica. 

■ TEORIAS ESTOCASTICAS 

As Teorias Estocasticas consistem em alteragoes mole- 
culares que ocorrem de forma acidental e aleatoria, pro- 
vocando, como consequencia, alteragoes celulares que 
influenciam diretamente no processo de envelhecimento. 
Dentre esse grupo de teorias podemos destacar a “Teoria 
das Proteinas Alteradas”, a qual se fundamenta nas modi- 
ficagoes das moleculas de proteinas apos a sua tradu^ao. A 
medida que envelhecemos ha um aumento dessas proteinas 
alteradas e, portanto, cabe ressaltar que uma das proteinas 
mais sensiveis a esses processos e o colageno, localizado nos 
diversos tecidos, determinando diretamente o envelheci¬ 
mento da pele, por exemplo, uma vez que torna as fibras 
colagenas mais rigidas e quebradigas. 

Nas altera^oes em macromoleculas devemos chamar 
atengao ainda para o processo de glica^ao de proteinas, 
o qual parece ser um dos principals mecanismos respon- 
saveis pelo fenomeno de envelhecimento celular. Nessa 
“Teoria de glicagao” as rea^oes nao enzimaticas, do grupa- 
mento aldeido da glicose, com o grupo amino - presente 
nas proteinas - podem originar produtos finais de glicagao 
avangada (advanced glycosylation end products - AGEs). Um 
dos exemplos mais caracteristicos desse processo e a for- 
ma^ao de hemoglobina glicada. Essa hemoglobina recebe 
a denominagao de HbAlC e encontra-se aumentada em 
pacientes diabeticos, tendo rela^ao direta com o risco rela- 
tivo de complicates microvasculares tais como: retinopa- 
tia, nefropatia e neuropatias. 

Outra teoria estocastica e a “Teoria das Alteragoes Soma- 
ticas”, a qual se baseia na fragilidade dos cromossomos huma- 
nos idosos quando comparados aos dos jovens; alem disso, os 
danos aleatorios - decorrentes do passar dos anos nas sucessi- 
vas mitoses - provocariam alteragoes nesses cromossomos. As 
radiagoes ionizantes contribuiriam tambem para o aumento 
dos processos oxidativos em nivel do DNA (acido desoxirri- 
bonucleico), levando a ruptura de ligagoes ou a dimerizagao 
de bases nitrogenadas constituintes dos acidos nucleicos. 

Considera-se como uma das principals teorias desse gru¬ 
po a “Teoria do Estresse Oxidativo”, a qual pela formagao 


excessiva de radicals livres e/ou da menor capacidade antio- 
xidante do organismo levaria ao envelhecimento acelerado. 

Os radicals livres sao estruturas muito instaveis e reativas 
por apresentarem eletrons desemparelhados. O gas oxigenio 
(O 0 ), fundamental para a respiragao (aproximadamente 20% 
do ar atmosferico) e uma estrutura paramagnetica que apre- 
senta dois eletrons desemparelhados (bi-radical livre). Essa 
molecula facilmente reage com ions de metais de transigao 
(Fe 2+ /Cu 1+ ) formando o anion superoxido (0 2 - '). Esse anion 
forma-se em nivel da cadeia respiratoria e no processo de 
fagocitose pela da enzima NADPH-oxidase. Atraves de um 
processo de dismutagao, o anion superoxido e transformado 
em peroxido de hidrogenio (H 9 O 0 ) pela enzima superoxi¬ 
do dismutase (SOD). O H 0 O 0 pode sofrer uma cisao pela 
adigao de um eletron formando o radical hidroxila (OH - ); 
esse radical e o mais instavel de todos os radicals livres e, por 
conseguinte, o mais reativo e nocivo. Alem dessas estruturas 
oxigenadas (Especies Reativas de Oxigenio - EROs) forma- 
-se tambem, em nivel intracelular, o oxigenio singlet ( 1 O 0 ), o 
qual e mais reativo que o oxigenio molecular. 

No grupo dos radicals livres existem, ainda, as especies 
reativas de nitrogenio e o gas oxido nitrico (NO - ) e o seu 
principal representante, formando-se em nivel celular a partir 
do aminoacido L-arginina por a^ao da enzima oxido-nitrico- 
-sintase (NOS). Na atualidade, conhecem-se tres isoenzimas 
que promovem a forma^ao desse radical que sao a oxido- 
-nitrico-sintase neuronal (n-NOS), a oxido-nitrico-sintase 
induzivel (i-NOS) e a oxido-nitrico-sintase endotelial (e- 
-NOS).Esse gas esta diretamente relacionado ao relaxamento 
da musculatura lisa, a diminuigao da agregagao plaquetaria, 
e participa como neuromodulador em nivel de sinapses. O 
oxido nitrico, por ser um radical livre, reage facilmente com o 
anion superoxido formando o radical peroxinitrito (ONOO'); 
essa especie reativa de nitrogenio tern efeitos fisiologicos to- 
talmente contrarios ao oxido nitrico. Existem fortes eviden¬ 
ces cientificas de que o radical peroxinitrito seria responsavel 
pela diminuigao da formagao de prostaciclinas (PGI2), e isso 
estaria diretamente relacionado a diminuigao da vasodilata- 
gao, sendo uma das causas de hipertensao arterial. 

As EROs sao constantemente formadas no organismo: 
em nivel de cadeia respiratoria, fagocitose, citocromo P450, 
enzima xantina-oxidase, metabolismo do acido araquido- 
nico, dentre outros processos. Cabe destacar que na cadeia 
respiratoria ha fuga de eletrons, principalmente em nivel da 
Coenzima-Q, levando a uma constante formagao de anions 
0 2 - ' nas mitocondrias. Estima-se que 5% do oxigenio respi- 
rado tern esse tipo de conversao. Ja no processo de fagocitose 
existe uma intensa produgao de EROs,e dentre elas destaca- 
-se tambem o anion superoxido, formado atraves da enzima 
NADPH-oxidase e, posteriormente, esse anion e transforma¬ 
do em H 9 O 0 pela SOD. O peroxido de hidrogenio pode ser 
transformado em hipoclorito (CIO') - potente agente bacte- 
ricida - pela agao da enzima mieloperoxidase; outro destino 
metabolico do H 0 O 2 e a formagao do radical hidroxila atraves 
da reagao de Fenton (que ocorre na presenga de metal de 
transi^ao). 
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O metabolismo do acido araquidonico vincula-se dire- 
tamente ao processo inflamatorio. Esse acido pode ser trans- 
formado em prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs) por 
meio das isoenzimas da ciclo-oxigenase (COX-1 e COX-2); 
outra rota metabolica do acido araquidonico e a formagao 
de leucotrienos por agao da lipo-oxigenase. Ambos os pro- 
cessos metabolicos geram EROs. Estudos recentes indicam 
que o peroxinitrito favorece a formagao de tromboxanos, di- 
minuindo a formagao de prostaciclinas, concomitantemente, 
esses dois fenomenos favorecem a forma^ao de trombos. 

Entre as fontes exogenas de radicais livres destacam-se as 
radiagoes, os agrotoxicos, o cigarro, os solventes organicos e 
alguns farmacos. Considera-se como radiagao mais nociva a 
do tipo y, pois ela e capaz de provocar a radiolise da agua for- 
mando o radical hidroxila. Esse radical, por ser muito instavel, 
reage diretamente com os lipidios das membranas celulares 
provocando o rompimento das cadeias carbonicas e levando 
a formagao de moleculas polares entre as quais se destacam 
os aldeidos, alcoois e acidos de pequena cadeia carbonica, 
processo denominado peroxida^ao lipidica. 

Outro tipo de radia^ao que merece especial atengao pela 
populagao humana e a radiagao ultravioleta do tipo A, a qual 
e capaz de provocar a fusao de bases nitrogenadas do DNA, 
levando a muta^oes que aceleram o processo de envelheci¬ 
mento cutaneo, podendo inclusive provocar cancer de pele.A 
exposigao excessiva a radia^ao solar em populates de baixa 
pigmentagao faz com que os melanomas sejam um dos tipos 
de cancer de maior incidencia no Brasil. 

Sistemas antioxidantes 

Varios sao os mecanismos celulares que existem contra 
os processos vinculados aos radicais livres, podendo ser divi- 


didos em: sistemas de defesas enzimaticos e nao enzimaticos. 
As celulas tambem contam com sistemas de defesa celular 
que procuram reparar os danos provocados pelos radicais 
livres. 

Entre as defesas enzimaticas destacamos a enzima supe¬ 
roxido dismutase, pois ela catalisa a transformagao do anion 
superoxido em peroxido de hidrogenio. Na atualidade, ja 
se conhecem tres isoenzimas da SOD: SOD-1 (CuZnSOD), 
SOD-2(MnSOD) e SOD-3(ECSOD). Outra enzima im- 
portante nesse processo antioxidante e a catalase (CAT) por 
transformar H 9 0 2 em agua (H 9 0), ela localiza-se em di- 
versos tecidos do organismo. Tambem a enzima glutation- 
-peroxidase (GPx) e capaz de converter o H 2 0 2 em H 0 O 
em presenga do glutation (GSH) que, nesta reagao, se com- 
porta como um doador de hidrogenios; essa mesma enzima 
tambem pode transformar hidroperoxido (R-OOH) em al¬ 
coois com o auxilio do GSH, formando glutation-oxidado 
(GSSG). 

As defesas nao enzimaticas podem ser obtidas atraves da 
alimentagao, por meio da vitamina C (acido ascorbico), vita- 
mina E (tocoferois), carotenoides e flavonoides. Essas mole¬ 
culas, em geral, apresentam, em suas estruturas, grupamentos 
hidroxilas que facilmente reagem com as EROs, evitando 
que essas especies ataquem as membranas, proteinas e acidos 
nucleicos celulares. Um dos maiores desafios dos pesquisado- 
res desta area e a determinagao da quantidade necessaria, em 
cada individuo, para a agao antioxidante efetiva dessas subs- 
tancias nao enzimaticas. 

A Figura 11.2 mostra um resumo esquematico a respeito 
das especies reativas de oxigenio, nitrogenio e algumas enzi- 
mas relacionadas a formagao dessas especies e mecanismos 
antioxidantes. 


SOD: superoxido dismutase 
CAT: catalase 
MPO: mieloperoxidase 
GPx: glutation peroxidase 
NOs: oxido nftrico sintase 
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Figura 11.2 Especies reativas de oxigenio, nitrogenio e algumas enzimas relacionadas a forma^ao dessas especies e mecanismos antioxidantes. 
Fonte: Adaptada de Fukai & Ushio-Fukai (2011). 
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Estresse oxidativo 

O termo estresse oxidativo se refere a situagoes em que 
existe um aumento permanente na gera^ao de radicais livres, 
sejam de origem endogena ou exogena, levando a uma redu- 
gao significativa da capacidade antioxidante. Frequentemente, 
ambos os mecanismos ocorrem de forma simultanea. 

Doen<;as relacionadas ao estresse oxidativo 

Muitos estudos demonstram o importante papel entre 
o estresse oxidativo e o surgimento de patologias como dia¬ 
betes, aterosclerose, neoplasias e doengas neurodegenerativas, 
dentre outras. 

Diabetes Mellitus (DM) 

O DM caracteriza-se por um desequilibrio no metabolis- 
mo dos carboidratos, das proteinas e dos lipidios. Pode revelar- 
-se como decorrente das seguintes etiopatogenias: DM tipo 
1 (autoimune ou idiopatico), DM tipo 2 (por resistencia a 
insulina, obesidade, e historia familiar), DM gestacional, Lada 
(,latente autoimune diabetes in adults — diabetes autoimune latente 
do adulto), Mody ( maturity onset diabetes of the young - diabetes 
monogenetica de trago autossomico dominante), DM provo- 
cado por drogas ou DM secundario a doenga pancreatica. 

Estudos demonstram rela^ao entre estresse oxidativo e 
diabetes. Marcadores de peroxidagao lipidica foram obser- 
vados no plasma de pacientes com DM tipo 1 compensados. 
Alem disso, a P-oxidagao que se apresenta elevada nos diabe- 
ticos pode contribuir na formagao de EROs nas mitocon- 
drias e tambem nos peroxissomos, onde se forma o H 9 O 0 . 

Aterosclerose 

E uma doenga que acomete as arterias de grande e me¬ 
dio calibres, promovendo alteragoes na camada intima pelo 
acumulo de celulas de musculo liso, lipidios e macrofagos. 
Primeiramente, ha uma infiltragao de lipoproteinas de bai- 
xa densidade (LDL) na regiao subendotelial; a molecula de 
LDL sofre oxidagao no local, liberando citocinas e inibindo 
a formagao do NO, dando inicio ao processo inflamatorio. 
Os macrofagos (. scavenger ) captam o LDL oxidado originando 
as celulas espumosas, e essas, posteriormente, constituirao as 
estrias de gordura. As citocinas alem de atrair os monocitos 
- precursores dos macrofagos - tambem induzem a prolifera- 
gao e a migragao para a camada intima de celulas de musculo 
liso, que darao sustenta^ao a placa de ateroma atraves do de- 
posito de colageno e outras moleculas da matriz. 

A maioria das placas de aterosclerose encontra-se nas bi¬ 
furcates, zonas de maior atrito do sangue contra as paredes do 
vaso, levando aos danos endoteliais que deixam essa area predis- 
posta a maior infiltracao das LDLs e, assim, a formacao das placas 
de ateroma. Uma vez que esse processo e continuo nessas areas, 
posteriormente tambem havera pressao sobre as placas e estas 
podem romper, levando a formacao de trombos e, consequen- 
temente, as embolias ou ate mesmo ao obito. Quanto maiores 
os niveis plasmaticos das LDLs, maior sera o processo de entrada 
destes na camada intima dos vasos. 


Neoplasias 

A neoplasia e resultado de alteragoes progressivas na fun- 
gao da celula, a qual promove aumento no potencial pro- 
liferativo, invasivo e metastatico, sendo assim, caracteristicas 
distintivas do cancer. Podem ocorrer tanto por alteragoes 
mutacionais no DNA celular quanto por altera^oes epige- 
neticas (modificam a expressao genica e o comportamento 
celular e sao transmitidos para celulas-filhas), que podem ser 
advindas da hipermetilagao da regiao promotora de um gene, 
por exemplo. 

Ha decadas, evidencias vem sendo demonstradas a 
respeito da agao dos radicais livres sobre o DNA e como 
podem ocasionar diferentes tipos de danos levando as neo¬ 
plasias. Observou-se em diversos estudos que nas celulas 
cancerosas havia grande quantidade de EROs ou de seus 
produtos apos o dano oxidativo ao DNA. Foi demonstra- 
do, tambem, que o radical hidroxila e capaz de alterar a 
posigao de qualquer base nitrogenada; ja os radicais livres 
com menor poder reativo agem principalmente sobre a 
guanina. Alem dos danos diretos ao DNA, a peroxidagao 
lipidica pode tambem ter potencial mutagenico, entretanto, 
os danos oxidativos isolados nao podem ser considerados 
marcadores tumorais, uma vez que podem ser insuficientes 
para causar o cancer ou, ainda, devam atingir um nivel de- 
terminado somando-se a outros fatores para desencadear a 
formagao das celulas tumorais. 

Doen<;as neurodegenerativas 

As doengas neurodegenerativas mais comuns na atuali- 
dade sao o Alzheimer e o Parkinson. Isso se deve ao aumento 
da expectativa de vida populacional, entretanto ainda neces- 
sitamos conhecer mais sobre a fisiopatologia desses processos 
degenerativos para assim limitar a progressao e controlar esses 
males. Uma vez que o cerebro necessita de grandes quantida- 
des de oxigenio, ele esta mais suscetivel ao estresse oxidativo; 
o metabolismo dos neurotransmissores, como a dopamina e 
o glutamato tambem sao fontes de EROs ( 1 O 0 e H 2 O 0 , prin¬ 
cipalmente) consumindo rapidamente as substancias antioxi- 
dantes que sao pequenas em algumas areas cerebrais. 

As membranas celulares dos neuronios possuem altos 
niveis de lipidios poli-insaturados propensos a sofrer peroxi- 
dagao lipidica. Ha, ainda, celulas constituintes da glia como 
a microglia e macrofagos fixos do sistema nervoso central 
(SNC), que produzem EROs como catabolitos. A oxidagao 
dos acidos graxos poli-insaturados das membranas origina al- 
deidos, tais como: propanal, butanal, pentanal, hexanal e 4-di- 
droxi-2-transnonenal (4-HNE);ha in didos de que o 4-HNE 
induz a apoptose, sugerindo-nos que essa molecula e um me- 
diador no estresse oxidativo e no dano neuronal. No Alzhei¬ 
mer ha evidencias sugerindo que os radicais livres levariam a 
uma neurotoxicidade, contribuindo no processo de formagao 
dos peptidios P-amiloides (responsaveis pela formagao das 
placas senis caracteristicas do quadro). Ja no Parkinson, a de- 
generagao dos neuronios dopaminergicos da substancia negra 
poderia ser devido a presen^a elevada de ions ferro, nesses pa- 
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cientes, promovendo mais geragao de EROs atraves da reagao 
de Fenton e, dessa forma, levando ao dano neuronal. 

■ TEORIAS SISTEMICAS 

O processo de envelhecimento, apesar de ser natural, evi- 
dente e comum a todos os seres vivos, e pouco esclarecido. 
Uma serie de hipoteses e teorias foram propostas para explicar 
o envelhecimento biologico. Em 1990, Medvedev catalogou 
mais de trezentas “teorias”, e muitas delas se complementam, 
outras divergem quanto ao mecanismo de senescencia, porem, 
todas compartilham a ideia de degeneragao da fungao sistemica 
e celular, e consequente perda funcional e morte. 

Atualmente, dois paradigmas principais norteiam as 
pesquisas sobre o envelhecimento biologico: os processos 
estocasticos (como mutagao genetica aleatoria e estresse oxi- 
dativo) e senescencia programada (eventos sequenciais, estru- 
turados e programados). 

As teorias programadas consistem em uma sequencia 
de fenomenos biologicos que regulam o crescimento, a ma- 
turidade sexual, a senescencia e a morte, diferindo das teo¬ 
rias estocasticas que sao baseadas em alteragoes celulares de 
forma aleatoria e progressiva. Na atualidade, sabemos que o 
envelhecimento envolve processos estocasticos e sistemicos, 
dependendo da carga genetica, do meio ambiente e da quali- 
dade de vida de cada individuo. 

As teorias sistemicas postulam que o envelhecimento e 
decorrente de eventos sequenciais, programados e coordena- 
dos, advindos de uma cascata sistemica de interagoes entre os 
genes e o ambiente. 

O perfeito funcionamento dos sistemas fisiologicos do 
organismo e fundamental para sua sobrevivencia. Os sistemas 
nervoso, endocrino e imune desempenham papel importante 
no ajuste homeostatico do ser humano, adequando o grau de 
resposta a estimulos intrinsecos, extrinsecos e de defesa.Temos, 
assim, duas teorias sistemicas importantes a serem abordadas: 
Teoria sistemica neuroendocrina e neuroendocrina-imunolo- 
gica. Essas consideram que defeitos na regulagao das fungoes 
desses sistemas estao relacionados ao envelhecimento. 

Teoria neuroendocrina 

Propoe que modifica^oes na fungao dos sistemas neural e 
endocrino ocasionam envelhecimento. As fun^oes neuroen- 
docrinas sao fundamentais para a coordenagao das respostas 
do corpo aos estimulos externos, bem como a manuten- 
gao de um estado otimo para reprodugao e sobrevivencia. 
As mudangas nessa fungao influenciam tambem as fun^oes 
que controlam a sobrevivencia por adaptagao ao estresse e 
fun^oes evolutivas como: reprodu^ao, crescimento e desen- 
volvimento. Assim, postula-se que o tempo de vida (life span) 
e regulado por “relogios biologicos” influenciados e contro- 
lados sequencialmente pelos sinais neuroendocrinos. 

Um importante conceito dessa teoria e de que o eixo 
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) funciona como um 
“marcapasso” da homeostase interna. Sendo a diminuigao da 
capacidade de resposta ao estresse, uma causa importante para 
o envelhecimento. 


O termo estresse foi defmido por Hans Selye, em 1949, 
como sendo uma reagao nao especifica do organismo apos 
um estimulo nocivo. Atualmente, o termo estresse e utiliza- 
do para caracterizar as respostas adaptativas, sejam elas fisicas, 
mentais ou emocionais, diante de estimulos capazes de alterar 
a homeostase do individuo, possibilitando a sobrevivencia so¬ 
bre situagoes amea^adoras. Quando uma situagao ameagado- 
ra ocorre, o sistema nervoso central processa as informa^oes 
sensoriais externas - se essa e julgada como potencialmente 
nociva - entao uma cascata de respostas neurais, hormonais e 
comportamentais sera iniciada. A mente e o corpo humano 
respondem ao estresse, um estado de amea^a a homeostase, 
ativando o sistema simpatico e secretando catecolaminas na 
resposta “luta ou fuga”. A resposta ao estresse e geralmente 
transiente porque os seus efeitos (por exemplo, inibigao do 
crescimento de imunossupressao, e catabolismo aumenta- 
do) podem ser prejudicial a longo prazo. Quando cronica, 
a resposta ao estresse pode ser associada a doen^a, tais como 
ulceras pepticas e disturbios cardiovasculares. Estudos epide- 
miologicos indicam fortemente que o estresse cronico con- 
duz a danos no DNA e ao envelhecimento. 

O cortex cerebral, sistema limbico e formagao reticular 
relacionam-se com o hipotalamo (Figura 11.3), que regula 
varias fungoes como: as viscerais da divisao simpatica e pa- 
rassimpatica, as comportamentais - medo, fome e atividade 
sexual -, e as endocrinas, como sintese de hormonios re- 
guladores hipofisarios, vasopressina e ocitocina. A hipofise 
responde ao controle hipofisario para regular respostas de es- 
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Figura 11.3 Resposta ao estresse. 

Fonte: Adaptada de Tano & Marcondes (2002). 
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tresse como ajuste da pressao arterial e na utiliza^ao de subs- 
tratos energeticos. A glandula adrenal ou suprarrenal produz, 
em sua porgao medular, por estimulo simpatico, adrenalina e 
noradrenalina ou catecolaminas, neurotransmisorres impor- 
tantes para a regula^ao das situagoes de estresse. 

A duragao dos estimulos estressores e rapida (aguda) ou 
longa (cronica). O estresse agudo pode ocorrer por um esti¬ 
mulo que dura por um periodo de poucos minutos a pou- 
cas horas, e por poucos dias, enquanto o estresse cronico e 
definido como um estimulo que persiste por muitas horas 
e alguns dias, ou um estimulo que ocorre por poucas horas 
diariamente, mas com dura^ao de muitos dias. 

A eleva^ao nos niveis de glicocorticoides mantida por lon- 
go periodo, no estresse duradouro ou cronico, pode ter efeitos 
negativos no organismo, com a ocorrencia de alteragoes na 
expressao genica no SNC, redugao da fungao do sistema cate- 
colaminergico, inibigao da atividade da tireoide, da secregao do 
hormonio do crescimento e interrupgao do ciclo reprodutivo. 

Na atualidade, sabe-se que os niveis sanguineos de glico¬ 
corticoides alteram-se a medida em que envelhecemos. Ge- 
ralmente esses niveis aumentam, o que provoca alteragoes em 
nivel de hipotalamo e hipocampo e, por conseguinte, modi- 
ficagoes no sistema de controle do eixo HHA. 

Os hormonios do cortex adrenal tern agao nas carac- 
teristicas sexuais secundarias, os glicocorticoides regulam o 
metabolismo de gorduras, proteinas e carboidratos, e os mi- 
neralocorticoides regulam os conteudos de agua e eletrolitos 
no organismo. Os niveis sanguineos de glicocorticoides e os 
hormonios sexuais sao regulados por mecanismos d e feedback 
negativo e positivo. Esse controle se da pela regulagao hipo- 
talamica e hipofisaria. Com o envelhecimento e a exposigao 
ao estresse cronico, nao so o controle por feedback pode estar 
desajustado, mas tambem os niveis elevados de glicocorticoi¬ 
des podem ser toxicos as celulas neurais, prejudicando ainda 
mais esse controle e caracterizando a senescencia. 

Dando suporte a teoria neuroendocrina, temos ainda 
dados que relacionam o controle metabolico, mediado pela 
insulina e IGF-1 ( Insulin-like Growth Factor-1), com o estresse 
e longevidade em organismos primitivos. 

Teoria neuroendocrina-imunologica 

Em todas as etapas da vida, o controle multissistemico das 
fungoes corporais esta sobre importante influencia da integra- 
gao entre o sistema neuroendocrino e o sistema imune. Essa in- 
teragao ocorre: pelo compartilhamento de sinalizadores como 
citocinas e neuropeptideos presentes em ambos os sistemas e 
que agem na intercomunica^ao desses, tambem por a^ao de 
hormonios hipofisarios e hipotalamicos que regulam fungoes 
imunitarias como, principalmente, o controle do cortisol, que 
diminui a resposta imunitaria. A interleucina-1 (IL-1) tambem 
e uma citocina com fungao reciproca, pois ativa o eixo HHA e 
pode agir na liberagao de outros hormonios hipofisarios como 
TSH (hormonio estimulante da tireoide), GH (hormonio do 
crescimento), prolactina e hormonio luteinizante. 

Alem da fungao neuroendocrina, a fungao primordial do 
sistema imune e a de combater agentes externos atraves das 
celulas (defesa celular), que combatem diretamente o invasor, 


tais como: macrofagos, neutrofilos e linfocitos T, e produzir 
anticorpos (defesa humoral) contra esses invasores. No idoso, 
um quadro de imunosenescencia e caracterizado por dimi- 
nui^ao da resistencia contra patogenos que causam infecgoes, 
diminuigao de defesa contra o cancer, e aumento do risco de 
desenvolvimento de doengas autoimunes. 

O timo, importante orgao do sistema imunologico - 
pois seleciona e matura os linfocitos T e produz hormonios 
peptidicos - esta reduzido em tamanho e fungao no idoso. 
Porem, outras fungoes como, por exemplo, a atividade dos 
linfocitos e do sistema de complemento esta preservada em 
idosos saudaveis, e isso demonstra um grau de plasticidade, ou 
seja, a capacidade de modificar a sua fungao de acordo com 
a demanda do sistema imune, apesar da plasticidade dos sis¬ 
temas neuroendocrino e imune ser mais eficiente nos jovens. 

■ SEMIOLOGIA 

O atendimento ao paciente idoso requer atengao, prin¬ 
cipalmente quanto aos aspectos psicossociais e aos proble- 
mas tipicos da idade avangada, uma vez que quando nao sao 
manejados adequadamente levam essa populagao a ter maior 
tempo de internagao hospitalar e consequente redugao de 
sua capacidade funcional, determinando muitas vezes reci- 
divas frequentes. A superposi^ao de Doengas Cronicas Nao 
Transmissiveis (DCNT), manifestadas de forma sindromica 
sao chamadas de sindromes geriatricas, as quais podem incluir 
alteragoes sensitivas, depressao, estado confusional agudo, difi- 
culdades de mobilidade, quedas, incontinencia de esfincteres, 
desnutrigao, consequencias iatrogenicas, deficit cognitivo e 
presenga de pluripatologia. As Sindromes Geriatricas sao po- 
pularmente conhecidas no meio cientifico como os “5 is” do 
idoso: instabilidade postural, imobilidade, incontinencia uri¬ 
naria ou fecal, iatrogenia e insuficiencia cerebral, sendo que, 
atualmente, foram adicionados os “3 ds”, que sao a depressao, 
o delirium e a demencia. 

Os aspectos que devemos ter em mente no atendimento 
ao idoso: 

■ apresenta^ao das doengas, por serem atipicas devido a 
perda de homeostase do organismo; 

■ sintomas iniciais que podem aparecer de forma branda 
e/ou precoce; 

■ surgimento simultaneo de multiplas comorbidades; 

■ achados anormais nos exames que sao relativamente 
comuns e podem nao ser responsaveis por sintomas 
particulares; 

■ parcimonia com os sintomas analisados no idoso por se¬ 
rem, em sua maioria, de multiplas causas; 

■ abordagem ideal requer mais tratamentos dos sistemas 
organicos associados a doenga do que o combate aos 
sistemas que mostram essas manifesta^oes. 

Exame fisico 

O idoso necessita de um exame fisico completo, que avalie 
todos os aparelhos organicos, incluindo o exame pelvico nas 
mulheres, e um exame retal em ambos os sexos. O peso e a 
pressao arterial postural devem ser aferidos em todas as visitas, 
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merecendo cuidados constantes. Importante avaliar, tambem, 
acuidade visual e auditiva, examinar a correta adaptagao de 
proteses dentarias e inspecionar com cuidado a cavidade oral 
apos a remo^ao destas, atentando para possiveis lesoes malignas. 

Existem, ainda, instrumentos especificos para Avaliagao 
Geriatrica Ampla (AGA), os quais reunem um conjunto de 
tecnicas, ambiente operacional e procedimentos para pro- 
porcionar uma avaliagao abrangente e estruturada da in¬ 
dependence e integridade cognitiva do individuo, baseada 
em metodos classicos no ambito de diversas especialidades. 
Sao esses instrumentos: Atividades Basicas de Vida Diaria 
(ABVD); Atividades Instrumentais da Vida Diaria (AIVD); 
Miniexame do Estado Mental (MEEM); Desenho do Re- 
logio; Teste de Fluencia Verbal por Categorias Semanticas; 
Escala de Depressao Geriatrica, dentre outros indicados no 
Caderno de Atengao Basica n fi 19 do Ministerio da Saude. 

Exames 

A investigacao clinica no idoso nao difere da dos demais pa- 
cientes, embora a interpretacao dos achados em exames labora- 
toriais e que apresentara parametros diferenciados.Temos de ser 
mais criteriosos e sempre expandir as possibilidades diagnosticas, 
uma vez que o quadro clinico apresenta-se de maneira distinta 
da classica em varias patologias que acometem essa populagao. 

O envelhecimento promove uma perda progressiva de ce- 
lulas e da fungao dos tecidos, levando o organismo a uma menor 
aptidao para se regenerar e sobreviver. O prejuizo funcional e 
heterogeneo entre os sistemas e evidencia-se por meio da menor 
capacidade das reservas em restaurar a homeostase sob estresse e, 
posteriormente, a fungao e tambem alterada no repouso. 

Nao conhecemos ainda claramente quais os mecanismos 
que desencadeiam o envelhecimento. Sabe-se que ele e mul- 
tifatorial, e as evidences apontam para o acumulo de uma 
serie de mudangas bioquimicas. Essas alteragoes comprome- 
teriam a fungao dos acidos nucleicos, proteinas e membranas 
lipidicas, e incluiriam a oxidagao por radicais livres, glicagao 
nao enzimatica, mudangas epigeneticas como a metilagao do 
DNA e a acetilagao de histonas. 

Para tanto, em termos de exames, recomenda-se ao pa- 
ciente idoso realizar periodicamente, de acordo com as parti¬ 
cular idades de cada caso: 

■ Hemograma: auxilia na detecgao de anemias e leucemias. 

■ Determina^ao laboratorial de creatinina e ureia: 

exames muito importantes para avaliar a fun^ao renal. 

■ Determinafao laboratorial de transaminases 
(TGO e TGP): exames muito importantes para avaliar 
a fungao hepatica. 

■ Determinafao laboratorial de glicemia: exame 
muito importante para avaliar o metabolismo dos carboi- 
dratos. Deve ser realizado com frequencia, principalmente 
se houver historico familiar ou sintomas de diabetes. 

■ Determina^ao laboratorial de colesterol e triglice- 
rideos: exames muito importantes para avaliar o meta¬ 
bolismo dos lipidios. Deve ser realizado com frequencia, 
principalmente se houver historico familiar de diabetes, 
hipertensao ou mesmo se o paciente for fumante. 


■ Determina^ao laboratorial de TSH (hormonio 
estimulante da tireoide): este hormonio participa 
diretamente na regula^ao da produ^ao dos hormonios 
tireoidianos T3 eT4. 

■ Determinate laboratorial de vitaminas B12, D e 
acido folico: Tais vitaminas sao fundamentais no metabo¬ 
lismo e frequentemente estao alteradas no paciente idoso. 

■ Densitometria ossea: exame realizado para avaliar a os- 
teoporose (quando o paciente apresenta fatores de risco). 

■ Exame da prostata: para diagnosticar o cancer de 
prostata sao necessarios tres exames: o toque retal, a 
dosagem de PSA (antigeno prostatico-especifico) e a 
ultrassonografia transretal com biopsia. 

■ Mamografia: auxilia na detec^ao do cancer de mama. 

■ Colonoscopia: pode auxiliar na detec^ao precoce do 
cancer de intestino. A pesquisa de sangue oculto nas fe¬ 
zes tambem contribui na detec^ao de alguns tipos de 
canceres no intestino grosso. 

■ Teste ergometrico: mensura a capacidade cardiaca e 
auxilia na detec^ao de doengas cardiovasculares. 

Exames laboratoriais para avaliar estresse oxidativo 

Praticamente todas as determinagoes laboratoriais para 
avaliar radicais livres, antioxidantes e estresse oxidativo sao, 
na atualidade, apenas realizadas em laboratories de pesquisa. 
Dentre esses exames laboratoriais podemos citar: 

1. Determinagao da enzima superoxido dismutase (SOD); 

2. Determinagao da enzima oxido nitrico sintase (NOS); 

3. Determinagao de especies reativas ao acido tiobarbituri- 
co (TBARS); 

4. Determinagao de proteina carbonil; 

5. Determinagao da enzima catalase (CAT); 

6. Determinagao de peroxidos totais; 

7. Determinagao de glutationa; 

8. Ensaio cometa; 

9. Determinagao da capacidade antioxidante total. 

■ PATOLOGIAS 

A medida em que envelhecemos, a homeostasia celular e 
organica altera-se e passamos a ter uma situagao denominada 
homeostenose, sendo verificadas importantes alteragoes em nivel 
cognitivo, bioquimico e fisiologico. Na senilidade podemos ter o 
aparecimento de diversas doengas, dentre as quais destacam-se: 

Hipertensao 

A hipertensao arterial sistemica (HAS) e caracterizada 
quando o individuo apresenta niveis medios de pressao arterial 
(PA) que conferem um significativo aumento no risco de even- 
tos cardiovasculares, a cur to ou longo prazos, justificando uma 
interven^ao terapeutica. Pacientes com valores de pressao arte¬ 
rial sistemica > 140 x 90 mmHg sao considerados hipertensos. 

A HAS e uma doen^a que envolve diversos fatores, tais 
como: disturbios renais que modificam a regulagao da vole- 
mia, com alteragao da excregao de ions e metabolicos; fatores 
neurais que podem desregular os barorreceptores, levando a 
sobrecarga adrenergica, consequente vasoconstrigao periferi- 
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ca e aumento no reflexo da a^ao do eixo renina-angiotensina- 
-aldosterona; fatores vasculares, como a disfungao endotelial, 
ocasionando uma rigidez de arterias e arteriolas; fatores ge- 
neticos ligados a excre^ao renal de sodio, por exemplo; fa¬ 
tores ambientais como obesidade, tabagismo, sedentarismo e 
elevado consumo de sodio; fatores humorais, os quais levam 
ao aumento da produ^ao de vasoconstritores e a diminuigao 
das secre^oes de prostaciclinas, NO e peptidios natriuretic os. 

O principal fator que deve ser avaliado no paciente hi- 
pertenso e o risco cardiovascular. Existem escores especifi- 
cos que se propoem em estimar o perigo da ocorrencia de 
doenga cardiovascular (DCV) nos proximos dez anos, por 
exemplo, frente aos habitos e caracteristicas do paciente. Os 
fatores de risco avaliados nos diversos escores disponiveis na 
literatura sao: tabagismo, etilismo, sedentarismo, dislipidemias 
(TGA > 150 mg/dL;LDL > 100 mg/dL; HDL < 40 mg/dL), 
intolerancia a glicose, Diabetes mellitus , nefropatia, microal¬ 
buminuria, hiperuricemia, Proteina C-reativa (PCR) au- 
mentada, historia familiar prematura de DCV (c^ <55 anos e 
$ < 65 anos), circunferencia abdominal aumentada, relagao 
cintura/quadril aumentada, indice de massa corporal (IMC) 
> 30 kg/m 2 , idade (S > 55 anos $ > 65 anos). 

O diagnostico de hipertensao e dado com duas medi- 
£oes durante o atendimento medico, em consultas distintas, 
mantendo-se o cuidado de o paciente nao ter ingerido cafe 
ou alcool 30 minutos antes, ter fumado ha pouco tempo, ter 
realizado atividade fisica moderada/intensa de 60 a 90 mi¬ 
nutos antes da aferigao, e estar com a bexiga vazia. Deve-se, 
tambem, nas primeiras consultas, aferir a pressao em ambos os 
bragos e sempre tomar por base a de maior valor para o diag¬ 
nostico. Conforme a classifica^ao do estagio de hipertensao, 
medidas mais rigidas devem ser tomadas para o controle da 
PA. E muito importante avaliar tambem possiveis lesoes em 
orgaos-alvo, uma vez que a HAS e uma doenga silenciosa e ja 
pode ter comprometido retina, rins e coragao, por exemplo. 

Como exames complementares para a avaliagao da HAS 
sao solicitados, laboratorialmente: glicemia de jejum,perfil li- 


pidico, creatinina serica, potassio serico, acido urico, microal¬ 
buminuria e proteinuria (em amostra de urina ou urina de 
24 horas), eletrocardiograma de repouso e raio X de torax. 

O objetivo terapeutico e manter o paciente sem comor- 
bidades simultaneas a PA < 140 x 90 mmHg. Entretanto, nos 
pacientes com 60 anos de idade ou mais, o alvo muda para 
PA < 150 x 90 mmHg. Em todos os casos e recomendada a 
mudanga no estilo de vida e, nos casos em que a pressao for 
maior que 160 x 100 mmHg ja deve-se iniciar terapia com o 
uso de dois far mac os de diferentes classes. 

Doenqa de Alzheimer 

Dentre as alteragoes psiquiatricas e neurologicas que se 
observa em alguns pacientes idosos, destacam-se a depressao e 
a demencia. No Brasil, a demencia pode alcangar a taxa de 13,8 
por 1.000 habitantes/ano, dentre os idosos. Em nosso pais, a 
depressao atinge mais de 14% dos idosos. A Doen^a de Alzhei¬ 
mer aumenta muito a partir da sexta decada de vida, podendo 
atingir mais de 40% dos individuos acima dos 90 anos. 

Com relagao a Doenga de Alzheimer, especificamente, 
muitos pontos nebulosos ainda existem, mesmo apos mais de 
cem anos de sua descrigao pelo psiquiatra Alois Alzheimer, 
em 1907, e todas essas duvidas merecem mais investigates 
a respeito, pelo fato de essa patologia, atualmente, atemorizar 
milhoes de idosos que passam a perceber o processo de enve- 
lhecimento como uma potencial ameaga. 

O aumento da incidencia de Alzheimer representa um 
enorme desafio para os sistemas de saude, por tratar-se de 
uma patologia cronica e progressiva, caracterizada, princi- 
palmente, pelo declinio da memoria recente e, tambem, de 
outras fungoes cognitivas decorrentes da deplegao da acetil- 
colina nos nucleos basais de Meynert e da atrofia do lobo 
temporal. Nos estagios mais avangados, tambem podem estar 
presentes alteragoes no equilibrio dinamico e estatico. Veja- 
mos na Tabela 11.1 os principais sinais e sintomas presentes 
nas diferentes fases da doenga. 


Tabela 11.1 Sinais e sintomas da Doen^a de Alzheimer. 

Fase inicial 

Fase intermediaria 

Fase grave 

Lapsos na memoria recente 

Perda de memoria intensificada 

Comprometimento da deambulagao e da 
fa la 

Mudangas de comportamento 

Nao reconhecimento de pessoas e objetos 

Infecgoes recorrentes 

Senso de diregao comprometido 

Maior dependencia fisica 

Nao reconhece ninguem nem a si proprio 

Dificuldade para fixar novas 
informagoes 

Repetigao de informagoes 

Dependencia fisica total 

Atitude mais agressiva 

Agressividade intensifica-se 

Surgimento de ulceras de pressao e 
problemas de circulagao 

Teimosia 

Alternancia de lucidez e confusao mental 
Esquecimento de palavras cotidianas 
Alteragao no equilibrio 

Deglutigao prejudicada 


Fonte: Adaptada de Machado JC; 2011. 
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Alem da idade avangada, o historico familiar, altera^oes 
na pressao arterial, Diabetes mellitus , traumatismo cranioen- 
cefalico e trissomia do cromossomo 21 sao alguns dos prin¬ 
cipals fatores de risco para a Doenga de Alzheimer. Embora 
alguns desses fatores nao sejam possiveis de modificar, ha 
evidencias cientificas mostrando que a atividade fisica re¬ 
gular de intensidade moderada a alta resulta no aprimora- 
mento da memoria e na melhora da plasticidade cerebral, 
reduzindo o estresse oxidativo e, portanto, diminuindo a 
incidencia de Alzheimer. 

A estimulagao cognitiva tambem tern demonstrado rele- 
vante parcela de contribuigao, reduzindo o risco de demen- 
cia, pois atua na plasticidade neuronal cerebral melhorando a 
memoria, a atengao, o raciocinio e a resolugao de problemas. 
O importante e estar precoce e constantemente engajado em 
atividades que proporcionem ao cerebro novas experiences, 
seja por meio de jogos intelectuais, leituras, descoberta de 
novas habilidades ou mesmo intensificando o convivio social 
em grupos diversificados. 

Doen^a de Parkinson 

A Doen^a de Parkinson (DP) ou Mai de Parkinson, 
descrita pela primeira vez por James Parkinson, em 1817, 
pode apresentar diversas etiologias, porem a prevalencia 
da DP de origem idiopatica aumenta cerca de dez vezes 
na populagao acima dos 60 anos idade, sendo a segunda 
doenga neurodegenerativa mais comum nessa faixa etaria, 
com prevalencia estimada de 3,3% no Brasil. Caracteriza- 
-se pela destrui^ao de neuronios dopaminergicos loca- 
lizados na substancia negra, provoca um quadro clinico 
de acinesia (incapacidade na inicia^ao do movimento ou 
retardo no tempo de rea^ao) ou bradicinesia (lentidao no 
movimento), tremor, instabilidade postural e rigidez. Tra- 
dicionalmente e diagnosticada pelos sinais motores, con- 
tudo, sao frequentes sinais e sintomas nao motores, tais 
como disfun^ao autonomica e cognitiva, podendo ser tao 
incapacitantes quanto os sintomas motores e provocando 
severos problemas aos pacientes e cuidadores. 

Clinicamente, alem da tetrade classica da DP, outras 
manifestagoes podem ser observadas a medida que a doenga 
progride, como dificuldade de concentragao, aprendizado e 
memoria, compreensao, perda da expressao facial, disturbios 
sensoriais, retengao urinaria, salivagao, disfungao sexual, dis- 
turbio de esvaziamento gastrico, perda de peso e alteragao 
do sono. A disfagia tambem e frequente, porem, nem sem- 
pre esta associada a severidade da Doen^a de Parkinson. 

Dentre as altera^oes cognitivas, a demencia associada ao 
Mai de Parkinson e a manifesta^ao mais severa. Aumenta o 
risco de morte, pois, assim como outras manifestagoes neu- 
ropsiquiatricas relacionadas a essa patologia, compromete se- 
riamente a qualidade de vida do idoso. 

A fisiopatologia da demencia associada a Doenga de Par¬ 
kinson ainda nao esta completamente elucidada. Entretan- 


to, uma consequencia importante da demencia e a restrigao 
quanto ao uso de drogas antiparkinsonianas, visto que sao 
muito mais propensas a provocar efeitos colaterais neurop- 
siquiatricos. Deste modo, o tratamento medicamentoso do 
quadro demencial na DP envolve uma rigorosa selegao dos 
antiparkinsonianos administrados, evitando-se, principal- 
mente, o uso de farmacos com agao anticolinergica. Alguns 
estudos a respeito do efeito de drogas de agao colinergica 
utilizadas no tratamento da doenga de Alzheimer (como ri- 
vastigmina, donezepil e galantamina) tern demonstrado re- 
sultados bastante favoraveis sobre as altera^oes cognitivas da 
Doenga de Parkinson, sem provocar comprometimentos ne- 
gativos no quadro motor. A droga memantina, antagonista do 
receptor de glutamato, tambem se mostra adequada para o 
tratamento da demencia associada a DP. 

Embora a DP seja uma disfun^ao progressiva, e possivel 
amenizar certos sintomas que proporcionam melhor quali¬ 
dade de vida ao paciente. Para tanto, o tratamento fisiotera- 
peutico responsabiliza-se pela manutengao da forga muscular, 
da coordena^ao motora e do equilibrio, principalmente. 
Ademais, o paciente com DP que se encontra acamado esta, 
geralmente, propenso a infec^oes respiratorias e, nesses ca- 
sos, a fisioterapia atua diretamente na manutengao da higiene 
bronquica e na realizagao de exercicios respiratorios reexpan- 
sivos. Sabe-se que a Doenga de Parkinson fragiliza o idoso e o 
predispoe a outras patologias, requer diversas adapta^oes co- 
tidianas e compromete a capacidade funcional do individuo. 
Dessa forma, por tratar-se de uma doenga neurodegenerativa, 
o prognostico nao e positivo. 

Incontinencia urinaria 

De acordo com a International Continence Society, inconti¬ 
nencia urinaria (IU) e defmida como a perda involuntaria de 
urina, sendo considerada um problema social ou higienico. A 
perda urinaria provoca desconforto e perda de autoconfianga, 
podendo ocasionar infec^oes urinarias ou mesmo dermatoses 
de perineo. 

A prevalencia de IU e maior nas mulheres, variando de 
8% a 34% na populagao idosa, e atinge de 30% a 60% dos 
idosos institucionalizados. Dentre os fatores de risco desta- 
cam-se: sobrepeso, medicares, cirurgias que sao capazes de 
provocar a diminui^ao do tonus muscular pelvico, parto vagi¬ 
nal, historia de histerectomia, queda dos niveis de estrogenio 
na menopausa e constipagao. 

A IU pode ser classificada em incontinencia urinaria de 
esforgo (IUE), incontinencia urinaria de urgencia (IUU) e 
incontinencia urinaria mista (IUM). A IUE e caracterizada 
pela perda involuntaria de urina, secundaria a algum tipo de 
esforgo, como tossir ou correr; a IUU e a perda involuntaria 
de urina associada a um desejo subito de urinar, podendo 
ocorrer espontaneamente ou ser desencadeada por situates 
de perigo ou mudanga subita de temperatura; ja a IUM pode 
estar associada a ambas as situagoes, e tambem ser decorrente 
de aspectos emocionais. 
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Uma vez detectado o quadro de incontinencia, pode-se ve- 
rificar a necessidade de um procedimento cirurgico. No entanto, 
a fisioterapia tem demonstrado excelentes resultados, em alguns 
casos, cercando-se de recursos que promovem o restabelecimen- 
to da musculatura do assoalho pelvico de forma eficiente e fun- 
cional a fim de melhorar a qualidade de vida das pacientes. 

Osteomusculares 

A prevalencia de incapacidade e dependencia funcional e 
alta em idosos e esta intimamente associada a redu^ao da massa 
muscular ou sarcopenia. Estima-se que, a pardr dos 40 anos de 
idade, ocorra perda de cerca de 5% de massa muscular a cada 
decada, com declinio mais rapido apos os 65 anos, particular- 
mente nos membros inferiores. As fibras do tipo I (aerobias, de 
contragao lenta) parecem ser resistentes a atrofia associada ao 
envelhecimento, pelo menos ate os 70 anos de idade, enquanto 
a area relativa as fibras do tipo II (anaerobias, de contragao ra- 
pida) declina de 20% a 50% com o passar dos anos. 

A perda de densidade ossea e caracteristica da senescen- 
cia e mais exacerbada no sexo feminino. A partir da quar- 
ta decada de vida inicia-se lentamente uma perda ossea, com 
predominio da reabsorgao ossea sobre a formagao. A perda 
ossea em uma mulher dos 30 aos 90 anos de idade e de, apro- 
ximadamente, 45%. No homem, a perda ossea relacionada a 
idade e linear e pode alcangar um decrescimo em torno de 
20% em relagao ao pico de massa ossea que e atingido por 
volta dos 30 anos de idade. A remodelagem e caracterizada 
por atividade equilibrada de reabsorgao (atividade dos osteo- 
clastos) e formagao ossea (atividade dos osteoblastos). Com a 
idade ocorre um desacoplamento desses processos e a reab- 
sorgao passa a superar a formagao ossea. Isso pode estar ligado 
a uma deficiente formagao ou a uma atividade aumentada 
dos osteoclastos. Os mecanismos implicados sao diferentes 
em fungao do sexo, da idade e do estado hormonal. 

A sarcopenia associada a osteopenia forma uma combi- 
nagao perigosa ao idoso, ja que a perda de massa muscular 
aumenta o risco de quedas, enquanto a perda de massa ossea 
aumenta o risco de fraturas. Cerca de 30% dos idosos caem 
anualmente, e dessas quedas 5% causam fraturas. No idoso 
instala-se um ciclo vicioso de diminuigao da forga muscular e 
do equilibrio, com aumento do risco de quedas, o que pode 
gerar inseguranga ao deambular, ocasionando diminuigao de 
atividade e aumento de perda ossea e muscular. 

■ POLIMEDICAgAO 

A preocupagao com o uso racional de medicamentos e 
a polimedicagao e um assunto que merece especial cuidado, 
principalmente em relagao aos idosos, visto que, com o passar 
dos anos, ha diminuigao da massa muscular, da agua corporal 
e, ainda, redugao do metabolismo em nivel hepatico, sendo 
que os mecanismos homeostaticos e a capacidade de filtragao 
e de excre^ao renal tambem podem ser comprometidos. Em 
virtude desses fatores fisiologicos, ha uma dificuldade na eli- 
minagao e na metaboliza^ao dos farmacos, resultando em um 
acumulo de substancias toxicas no organismo e, consequen- 
temente, provocando alguns efeitos adversos. 


A polimedicagao refere-se ao uso simultaneo e cronico 
de multiplos farmacos. Para caracterizar a cronicidade, alguns 
autores defmem como periodos nao inferiores a tres meses en¬ 
quanto outros aceitam o periodo de uma semana, classificada 
como polimedica^ao menor (variando entre dois a quatro far¬ 
macos), e polimedicagao maior (uso de cinco ou mais farma¬ 
cos). Os idosos chegam a constituir 50% dos multiusuarios de 
medicamentos, fato este que ocorre devido a maior prevalencia 
de doengas cronico-degenerativas nessa faixa etaria. 

O uso de varios medicamentos propicia o risco no au¬ 
mento de problemas relacionados com medicamentos, sen¬ 
do estes vinculados a farmacoterapia, o que pode interferir 
nos resultados esperados de saude do paciente. Quando o 
paciente apresenta mais de tres situagoes que caracterizem 
risco de possuir problemas relacionados com medicamentos, 
o mesmo deve ser avaliado minuciosamente. Dentre essas si¬ 
tuates, destacam-se: utilizar cinco ou mais medicamentos ao 
dia, administrar 12 ou mais doses diarias, realizar tratamento 
farmacologico para tres ou mais problemas de saude, utilizar 
medicamentos considerados de baixo grau terapeutico (me¬ 
dicamentos cuja dose terapeutica e proxima da dose tole- 
rada), possuir quatro ou mais altera^oes no ultimo ano das 
instrugoes de uso dos medicamentos. 

Estudos evidenciam que ser do sexo feminino, possuir 
baixo grau de escolaridade e elevado numero de procura 
por servigos de saude no ultimo ano sao fatores significantes 
quando se avalia a polimedica^ao em idosos. As patologias 
que mais contribuem para a polimedicagao sao as cardiovas- 
culares, endocrinas e neurologicas, enquanto as classes de me¬ 
dicamentos que mais se destacam sao os anti-hipertensivos, 
antidiabeticos, psicotropicos e antitromboticos. 

■ CONSIDERAgOES FINAIS 

A multifatorialidade associada ao processo de envelhe¬ 
cimento torna complexo tal fenomeno e, portanto, e funda¬ 
mental que os profissionais de saude, bem como os proprios 
idosos, seus familiares e cuidadores tenham uma visao inte- 
grada desses fatores. 

Alguns agravos podem estar direta ou indiretamente re¬ 
lacionados ao avango da idade, influenciando negativamente 
na qualidade de vida e, em especial, com relagao a capacidade 
funcional comprometendo, inclusive, as mais simples ativida- 
des de vida diaria dos idosos. 

Muitas vezes o processo de envelhecimento nao permite 
o completo bem-estar dos individuos, porem sabe-se que, com 
um planejamento precoce dessa fase da vida, levando em con- 
sideracao o estilo de vida, uma alimentagao saudavel e ativida- 
des fisicas e mentais regulares e possivel conquistar longevidade 
e saude, permitindo o equilibrio para se viver com qualidade. 
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Figado, Enzimas e Protemas Plasmaticas 


■ INTRODUgAO 

Em geral, os testes laboratoriais empregados no estudo 
das hepatopatias refletem aspectos especificos de comprome- 
timento do figado. 

Os testes bioquimicos mais utilizados para o estudo do 
figado sao as bilirrubinas, as protemas sericas e algumas enzi¬ 
mas. Esses testes podem ser usados na triagem para detectar 
ou excluir alteragoes hepaticas, para ajudar no diagnostico das 
hepatopatias ou para acompanhamento da evoluqao, com ou 
sem tratamento, das doenqas hepaticas. 

Algumas vezes, esses testes sao chamados, incorretamen- 
te, de testes de funqao hepatica, mas na verdade eles nao ava- 
liam efetivamente o estado global da funqao hepatica com 
exceqao, talvez, da albumina, do tempo de protrombina e da 
pseudocolinesterase, que podem indicar diminuiqao na capa- 
cidade de sintese pelo parenquima hepatico. 

Provas para a avaliagao da funqao do figado baseadas no 
clareamento plasmatico de substancias exogenas, pelo figado, 
tern sido utilizadas em trabalhos de investigagao e tambem na 
pratica clinica para a escolha do tempo certo para indicaqao 
de transplantes ortotopicos de figado e para prever a sobrevi- 
da em casos de doenqa hepatica grave. 

No presente capitulo apresentaremos uma descrigao 
atualizada sobre os testes bioqmmicos para estudo do figado e 
das provas de funqao hepatica mais comumente empregadas. 

■ NIVEIS SERICOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA 

Enzimas sao compostos organicos de natureza proteica, 
que catalisam reagoes quimicas dentro ou fora das celulas, 
com especificidade variavel. A substancia transformada pela 
aqao catalitica de uma enzima e chamada substrato, e a subs¬ 
tancia ou as substancias produzidas, produto(s) de reagao. Al¬ 
gumas enzimas sao altamente especificas e agem apenas sobre 
um determinado substrato (ex.: urease), ao passo que outras, 
menos especificas, catalisam reaqoes analogas, atuando sobre 
diferentes substratos (ex.: fosfatase alcalina). 

A atividade enzimatica e influenciada por diversos fatores, 
de tal forma que cada enzima possui pH e temperatura otimos, 
onde ocorre a maior atividade. Fixadas as variaveis ideais de pH 


e temperatura, a velocidade de uma reagao enzimatica depen- 
de da concentragao do substrato e da ausencia de inibidores. 
Se bem que, in vitro, seja importante trabalhar com velocidade 
maxima de reagao, in vivo, em condigoes fisiologicas, a maioria 
das rea^oes quimicas, mediadas por enzimas, processa-se com 
velocidades inferiores a velocidade maxima. 

■ FUNDAMENTOS FISIOPATOLOGICOS DO 
DIAGNOSTICO ENZIMATICO 

As enzimas podem ser classificadas em intra e extracelu- 
lares (Figura 12.1), de acordo com o local onde exergam sua 
atividade biologica. A pseudocolinesterase e um exemplo de 
enzima extracelular; apos a sintese nos ribossomos dos hepa- 
tocitos e langada no sangue circulante exercendo ai sua fungao 
biologica (Figura 12.1).A queda dos niveis sericos de atividade 
dessa enzima reflete diminuigao na capacidade de sintese pelo 
parenquima hepatico ou da massa hepatica funcionante. 


Plasma 



2-6: Enzimas intracelulares 
2: ALT, AST, DHL, GDS 
3: AST, GIDH 
4: Hidrolases acidas 
5: FA, GGT 
6: GGT 


Figura 12.1 Sintese e localiza^ao das enzimas utilizadas para o es¬ 
tudo das hepatopatias. 

Fonte: Saez-Alquezar A., 2006. 
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Enzimas intracelulares diferenciam-se quanto a localiza- 
£ao no interior das celulas. Apos a sintese, distribuem-se no 
citoplasma ou nas diferentes organelas citoplasmaticas, parti- 
cipando dos processos metabolicos (Figura 12.1). A atividade 
dessas enzimas no interior das celulas e de 10 mil a 100 mil 
vezes maior do que no plasma, onde em condigoes normais 
ocorrem em niveis muito baixos. 

Alteragoes estruturais devido a dano direto nas membra- 
nas das celulas, lesoes traumaticas ou mudangas de pressao, 
bem como aporte insuficiente de oxigenio e substratos por 
altera^oes da circulagao sanguinea ou modifica^oes do pro- 
prio metabolismo, sao diferentes causas que podem provocar 
a liberagao de enzimas intracelulares, aumentando assim os 
niveis sericos de atividade. 

Quando ocorrem alteragoes de permeabilidade celular, a 
libera^ao das enzimas intracelulares depende: 

a) Do tipo, da intensidade e duragao da agressao: a 
agressao ao figado causada por agentes diversos tais 
como virus, toxinas ou venenos promove respostas 
diferentes. Essas respostas tambem vao depender da 
quantidade do agente agressor e do tempo de agao 
sob re as celulas. 

b) Da concentragao de enzimas no tecido afetado: 
quanto maior a concentragao intracelular de enzi¬ 
mas, maior sera a quantidade liberada. A avaliagao 
dos niveis sericos de atividade das enzimas chama- 
das organoespecificas, ou seja, presentes em grandes 
concentrates, apenas em determinados tecidos, 
podem fornecer dados importantes para o diagnos¬ 
tic, como acontece com a amilase em relagao ao 
pancreas, e com a alanina aminotransferase (ALT) 
em rela^ao ao figado. 

c) Da localizagao intracelular: inicialmente sao libera- 
das as enzimas de localizagao citoplasmatica, vindo a 
seguir aquelas de localiza^ao mitocondrial e, fmal- 
mente, as de localizagao lisossomica (Figura 12.1). 
No figado, enzimas ligadas a fragao microssomal ou 
ao sistema biliar geralmente sao liberadas para o es- 
pago extracelular, em casos de indugao microssomal 
(agao do alcool ou de drogas) ou quando ha com- 
prometimento do sistema biliar (Figura 12.1). 

d) Da capacidade de recupera^ao para a sintese do 
tecido afetado: quando as lesoes sao reversiveis 
permitem a continuidade da produ^ao de enzimas. 
Quando as alteragoes sao irreversiveis incapacitam os 
processos de sintese de enzimas. Neste ultimo caso, 
ainda que persista o mesmo tipo de agressao, com a 
mesma intensidade, a libera^ao de enzimas intrace¬ 
lulares diminuira gradativa ou drasticamente, como 
ocorre em casos de necrose submaci^a na hepatite 
fulminante. 

e) Do peso molecular das enzimas: os pesos moleculares 
das enzimas conhecidas oscila entre 12.700 daltons da 
ribonuclease e 1 milhao de daltons da desidrogenase 
glutamica. Existe uma relagao inversamente propor- 


cional entre velocidade de liberagao e peso molecular 
das enzimas. Por outro lado, a velocidade de elimina- 
gao de cada enzima presente no plasma e uma cons- 
tante biologica para cada especie (vida media). Em 
outras palavras, a velocidade de eliminagao nao de¬ 
pende do valor absoluto do nivel serico de atividade, 
mas segue uma lei exponencial defmida. Cada enzima 
possui meia-vida propria. Dessa forma, sendo cons- 
tante a saida de enzimas do plasma, o nivel plasmatico 
real depende apenas do aporte e reflete a localizagao, 
a extensao, a intensidade e o tipo da agressao celular. 

■ ASPECTOS GERAIS 

No caso particular do figado, alguns aspectos devem ser 

levados em considera^ao: 

1. O figado e um orgao que desempenha papel fundamen¬ 
tal no metabolismo intermediario e possui um conteudo 
extremamente rico em enzimas. Os hepatocitos estao em 
contato direto com o plasma, de forma que a liberagao 
de enzimas intracelulares ocasiona, de imediato, altera- 
goes dos niveis sericos de atividade enzimatica. 

2. Nao so a localizagao intracelular das enzimas e impor- 
tante, mas tambem as diferengas qualitativas nas diferen¬ 
tes zonas do orgao. Ocorre maior atividade da alanina 
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama- 
glutamiltransferase (GGT) nas areas periportais, e maior 
concentragao da desidrogenase glutamica (G1DH) nas 
areas centrilobulares. Por exemplo, comparando-se os ni¬ 
veis sericos de atividade da ALT e da G1DH na hepatite 
aguda por virus e na congestao passiva aguda do figado, 
so nesta ultima situagao se observam alteragoes da G1DH. 

3. Os niveis sericos de atividade enzimatica nos processos 
inflamatorios do figado devem-se principalmente a alte- 
ragao da permeabilidade celular. 

4. O aumento dos niveis sericos de atividade enzimatica 
nao e proporcional a gravidade da perturbagao em cada 
celula. Assim, na hepatite aguda por virus a lesao celular e 
ligeira, porem extensa (a maioria das celulas esta compro- 
metida), e de evolugao rapida. Isso leva a um acentuado 
aumento dos niveis sericos de atividade das enzimas de 
localizagao citoplasmatica: ALT e AST. Em casos de en- 
venenamento por fungos, a lesao celular e grave, extensa 
e de evolu^ao rapida, o que leva ao aumento dos niveis 
sericos de atividade, nao so das enzimas citoplasmaticas, 
mas tambem das de localizagao mitocontrial (G1DH) 
e lisossomica (hidrolases acidas). Na cirrose hepatica, a 
lesao celular e grave, porem de pequena extensao e de 
evolugao lenta, o que leva a discreto aumento dos niveis 
sericos de atividade das aminotransferases, especialmente 
da AST. Na ictericia obstrutiva, a lesao celular e grave, 
de pequena extensao e evolu^ao rapida. Neste caso, o 
aumento dos niveis sericos de atividade da ALT e da 
AST geralmente e discreto, predominando o aumento 
dos niveis sericos das enzimas chamadas de indicadores 
de colestase: FA e GGT. 
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5. Existem diversas metodologias para a determinagao dos 
niveis sericos de atividade das enzimas de importance 
clinica. Os valores normais para cada metodo geralmen- 
te correspondem a media ± 2 desvios-padrao, em U/L, 
dos valores encontrados numa populagao de individuos 
considerados normais. Como os valores normais podem 
variar entre os metodos utilizados, consideramos apro- 
priado descrever as alteragoes observadas como o nume- 
ro de vezes que corresponde ao limite superior normal 
(N X LSN). Por exemplo, empregando um metodo para 
detecqao da atividade serica da ALT, com valores consi¬ 
derados normais ate 41 U/L, um resultado de 410 U/L 
sera expresso como 10 X LSN. 

■ PERFIL ENZIMATICO PARA AVALIA^AO DO 
COMPROMETIMENTO HEPATICO 

No Quadro 12.1 sao listadas as enzimas utilizadas roti- 
neiramente na pratica medica para o diagnostico e acompa- 
nhamento das hepatopatias. Outras enzimas, pouco utilizadas 
na pratica, podem ser bastante uteis em trabalhos de investi- 
gagao, como por exemplo a desidrogenase glutamica (G1DH), 
pseudocolinesterase (ChE) e a 5-Nucleotidase (5’N). 


Quadro 12.1 Enzimas mais utilizadas na pratica medica 
para diagnostico e acompanhamento das hepatopatias. 

Enzima 

Sigla 

Alanina aminotransferase 

ALT 

Antigamente: Transaminase glutamico-piruvica 
(TGP) 


Aspartato aminotransferase 

AST 

Antigamente: Transaminase glutamico- 
oxalacetica (TGO) 


Fosfatase alcalina 

FA 

Gamaglutamiltransferase 

GGT 


Fonte: Saez-Alquezar A., 2006. 

Aminotransferases: Alanina aminotransferase 
(ALT) e Aspartato aminotransferase (AST) 

A ALT e uma enzima intracelular de localizaqao exclu- 
sivamente citoplasmatica. Ocorre em maior concentraqao no 
figado e em quantidades menores nos rins, no miocardio e 
na musculatura esqueletica, mas e considerado um marcador 
bastante especifico de dano ao parenquima hepatico. 

A AST e uma enzima de localizagao citoplasmatica 
(AST-1 70%) e mitocontrial (AST-2 30%). Ocorre em maior 
concentraqao no miocardio e no figado, e em menor quanti- 
dade no musculo esqueletico, nos rins e no pancreas. 

O aumento dos niveis sericos de atividade das amino¬ 
transferases entre 15 a 100 vezes o limite superior normal e 


uma caracteristica da fase aguda das hepatites (A, B, C, D, E), 
e em geral os niveis de ALT excedem os de AST. Fato seme- 
lhante ocorre na fase aguda das hepatites pelo virus Epstein- 
-Barr (EBV) e citomegalovirus (CMV). 

A velocidade de desaparecimento plasmatico da AST e 
maior que o da ALT, de tal forma que apos tres semanas do 
inicio da hepatite, apenas 10% dos casos mostram niveis nor¬ 
mais de ALT, contra 40% da AST. 

Nos casos de necrose hepatica maciga (hepatite fulmi- 
nante), inicialmente os niveis deALT eAST estao muito au- 
mentados, mas como a lesao dos hepatocitos, nessa patologia, 
e irreversivel, eles podem cair rapidamente para niveis discre- 
tos ou normais. 

Em pacientes anictericos com hepatite aguda por vi¬ 
rus, os niveis sericos das aminotransferases tambem estao 
aumentados. 

Nas hepatites toxicas, por envenenamento, os niveis das 
aminotransferases podem atingir valores muito elevados (> 
100 x LSN). 

Em 80% dos casos de mononucleose infecciosa (EBV), 
ocorre aumento dos niveis deALT eAST de ate 15 X LSN, 
com normalizagao em torno da quinta semana da doenqa. 

Nas hepatites cronicas pelos virus B e C observa-se 
aumento discreto das aminotransferases (< 5 X LSN), com 
predominance da ALT. Esses aumentos podem apresentar 
flutuagoes no decorrer da evoluqao da doenqa. 

Alguns autores consideram que o indice AST/ALT nas 
hepatites cronicas e na cirrose hepatica aumenta a medida 
que piora a capacidade funcional hepatica. 

Nas hepatites alcoolicas o indice AST/ALT costuma ser 
de aproximadamente 2:1, e o aumento dos niveis da AST 
raramente ultrapassa 10 X LSN. 

Nos casos de esteatose hepatica ou infiltragao gordurosa 
do figado, com ou sem processo inflamatorio associado, os 
niveis sericos das aminotransferases tendem a estar discreta- 
mente aumentados (< 5 X LSN) 

Na hemocromatose hereditaria os niveis sericos da ALT 
e AST mostram-se discretamente aumentados (< 5 X LSN). 

Niveis sericos de atividade das aminotransferases discre¬ 
tamente aumentados (< 5 X LSN) tambem estao presentes 
nas hepatites cronicas autoimunes, na doenga de Wilson, em 
casos de deficiencia de a 1- antitripsina e na doenga celiaca. 

Na esteatose hepatica nao alcoolica os NSA das amino¬ 
transferases poderao estar normais ou discretamente aumen¬ 
tados. O mesmo ocorre na esteatose hepatica alcoolica. 

Na cirrose hepatica os niveis de ALT e AST em geral 
estao pouco aumentados (< 5 X LSN), com predominance 
da AST sobre a ALT. 

Nas colestases intra-hepaticas e nas obstruqoes biliares 
extra-hepaticas os niveis sericos de atividade das aminotrans¬ 
ferases raramente ultrapassam 15 X LSN. O indice ALT/ 
GGT geralmente e superior a dois na hepatite por virus e 
inferior a dois na ictericia obstrutiva. 

Nos tumores hepaticos, primarios ou metastaticos, a alte- 
ragao dos niveis da ALT e AST e discreta, podendo aumentar 
com a evolugao da doen^a. 
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Nos casos de congestao hepatica por insuficiencia car- 
diaca pode ocorrer aumento importante dos niveis de ami¬ 
notransferases (> 15 X LSN). 

Certos medicamentos, toxinas e drogas ilicitas podem 
provocar aumento no nivel serico das aminotransferases (Ta- 
bela 12.1). 

Outros disturbios nao hepaticos podem levar a aumentos 
discretos das aminotransferases: miopatias, pancreatite, infarto 
do miocardio, isquemias (rena, cerebral, pulmonar, de mem- 
bros), anemias hemoliticas e no pos-operatorio. 

Na Tabela 12.2 pode ser observado um resumo do au¬ 
mento dos niveis sericos de atividade da ALT e da AST, em 
fun^ao da etiologia. 

Fosfatase Alcalina (FA) 

A FA corresponde a um conjunto de enzimas intra- 
celulares que ocorrem no figado (nas bordas sinusoidais e 
canaliculares), e tambem na maioria dos outros tecidos do 
organismo. No diagnostico das hepatopatias a FA e consi- 
derada uma enzima indicadora de colestase. Devemos levar 
em consideragao que os niveis sericos de atividade da FA 
tambem podem estar alterados por causa de isoenzimas pre- 
sentes no tecido osseo, no intestino delgado e na placenta. 
Em condigoes normais, a FA encontrada no soro e de origem 
hepatica e ossea, sendo que apenas 20% sao provenientes do 
intestino delgado. 

Os valores normais dependem do metodo utilizado pelo 
laboratorio e da idade. Em criangas, na fase de crescimento 


osseo, os niveis sericos podem atingir valores ate 3 vezes o LSN 
observado em adultos, devido ao aumento da fragao ossea. 

Durante a gravidez os niveis sericos da FA comegam a au- 
mentar no final do primeiro trimestre (FA de origem placen- 
taria) atingindo valores, no terceiro trimestre, de ate 2 X LSN, 
que podem permanecer durante varias semanas apos o parto. 

No estudo das hepatopatias a FA apresenta maiores al- 
teragoes nas colestases intra e extra-hepaticas. Na colestase 
extra-hepatica (ictericia obstrutiva) e nas colestases induzidas 
por drogas, os niveis sericos de atividade podem mostrar au¬ 
mentos de ate 10 x LSN. 

Na cirrose biliar primaria os niveis sericos da FA podem 
atingir valores muito elevados (15 a 20 X LSN). Nos tumores 
hepaticos, primarios ou metastaticos, os valores da FA podem 
variar desde normais ate 20 X LSN, dependendo do estagio 
de evolugao da doenga. 

Nas hepatites por virus ou toxicas, em geral, observam- 
-se aumentos de ate 5 X LSN, que acontecem na fase icterica 
da doenga. 

Nas formas cronicas das hepatites os niveis da FA em 
geral apresentam-se normais, podendo aumentar com a evo- 
lugao para formas mais graves, com comprometimento do 
sistema biliar. 

Nos abscessos hepaticos tambem ocorre aumento dos 
niveis de FA. 

Nas doengas infiltrativas e granulomatosas (amiloidose, 
sarcoidose, leucemias, tuberculose etc.) podem ocorrer au¬ 
mentos dos niveis sericos da FA. 


Tabela 12.1 Medicamentos, toxinas e drogas ilicitas que provocam aumento dos niveis sericos de atividade das aminotrans¬ 
ferases (ALT e AST). 

Medicamentos 

Toxinas 

Drogas ilicitas 

Aceta mi nofen 

Tetracloreto de carbono 

Esteroides anabolizantes 

Alfametildopa 

Cloroformio 

Cocaina 

Carbamazepina 

Dimetilformamida 

Ecstasis (MDMA) 

Fluconazol 

Hidrazina 

Phencyciclidina (PCP) 

Flalothane 

2-Nitropropano 


Fleparina 

Tricloroetileno 


Inibidores da FIMG-Co A redutase 

Isoniazid a 

Acido nicotinico 

Nitrofurantoina 

Anti-inflamatorios (nao esteroides) 

Fenitoina 

Inibidores da protease 

Sulfonamidas 

Acido valproico 

Vitamina A 

Fonte: Modificada de AGA, 2002. 

Tolueno 
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Tabela 12.2 Etiologia no aumento dos niveis sericos de atividade da ALT e da AST. 

Aumento de ate 5 x o limite superior normal 

Aumento > que 15 x o limite superior normal 

Hepatica: predominando a ALT 

Hepatite aguda por virus (A-E, EBV, CMV, herpes) 

Hepatite cronica B 

Agao medicamentosa/toxinas 

Hepatite cronica C 

Hepatite isquemica 

Hepatite aguda por virus (A-E, EBV, CMV) 

Hepatites autoimunes 

Esteatose 

Doenga de Wilson 

Flemocromatose 

Obstrugao dos ductos biliares 

Agao medicamentosa 

Sindrome de Budd-Chiari 

Hepatites autoimunes 

Ligadura da arteria hepatica 

Deficiencia de a-1-antitripsina 


Doenga de Wilson 


Flepatica: predominando a AST 


Dano hepatico relacionado com alcool 


Esteatose 


Cirrose extra-hepatica 


Hemolise 


Miopatias 


Tireoide 


Exercicio fisico 


Macro-AST 



Fonte: Modificada de AGA, 2002. 


Nos tumores intestinais pode ocorrer aumento dos niveis 
sericos da FA devido ao aumento da fragao intestinal da FA. 

Em doengas osseas, os niveis da FA tambem podem estar 
aumentados, devido ao aumento da fra^ao ossea da FA. 

A determinagao das isoenzimas da FA pode ajudar a de- 
finir a origem do aumento observado nos niveis sericos de 
atividade, mas em geral essas metodologias sao pouco utili- 
zadas. Uma forma de distinguir entre a origem hepatica ou 
ossea da FA e por seu comportamento ao calor. A FA hepa¬ 
tica e mais estavel ao aumento da temperatura do que a FA 
de origem ossea. 

Para confirmar a especificidade hepatica do aumento nos 
niveis sericos da FA, podem ser utilizadas outras enzimas, como 
a gamaglutamiltransferase (GGT) e a 5’nucleotidase (5NT). 

A GGT esta presente em muitos outros tecidos, alem do 
figado, mas nao esta presente no tecido osseo. A 5NT tambem 
esta presente em outros tecidos, mas aumentos significativos nos 
niveis sericos de atividade observam-se unicamente nas hepa- 
topatias com valores muito elevados nos processos colestaticos. 

Gamaglutamiltransferase (GGT) 

A GGT ocorre no figado (ductos biliares e fragao micros- 
somal) e tambem em outros tecidos: pancreas, rim, bago, intes- 
tino delgado, prostata, coragao, cerebro e glandulas mamarias. 


A GGT mostra maiores altera^oes em processos em que 
ha comprometimento do sistema biliar. Nas doengas que 
causam obstrugao do sistema biliar os niveis sericos da GGT 
tendem a estar bastante aumentados (> 15 X LSN). 

Nas hepatites agudas por virus os niveis sericos da GGT 
raramente ultrapassam 6 X LSN, mas nas formas colestaticas 
das hepatites os aumentos podem ser maiores. 

Nas hepatites cronicas, cerca de dois tergos dos pacientes 
mostram niveis de GGT discretamente aumentados, e de FA 
normais. Com a evolugao para formas mais graves da doenga, 
os niveis sericos da GGT e da FA podem apresentar aumen¬ 
tos maiores. 

Na cirrose hepatica observam-se niveis sericos de GGT 
desde normais ate bastante aumentados, sendo que as maiores 
alteragoes ocorrem na cirrose alcoolica e na cirrose biliar pri- 
maria. Na fase inicial da cirrose biliar primaria (colestase em 
nivel dos ductos biliares intra-hepaticos) os niveis sericos da 
GGT e da FA encontram-se significativamente aumentados. 
Com a evolugao da doenga observa-se, tambem, aumento dos 
niveis sericos das aminotransferases (ALT e AST). 

Na cirrose biliar secundaria (forma colestatica, conges- 
tiva ou mista) os niveis sericos da GGT podem estar desde 
normais ate muito aumentados. 

Aumentos importantes na atividade serica da GGT em 
pacientes com esteatose, hepatite e cirrose alcoolicas confi- 
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guram uma indu^ao microssomal do alcool para a produgao 
de GGT. Esse fato e corroborado pelo aumento da GGT se- 
rica, observado durante o tratamento com fenobarbital e pela 
significativa correlagao positiva entre niveis sericos aumen- 
tados de GGT e de triglicerides. Devido a essa caracteristica, 
a GGT tem sido utilizada no seguimento de pacientes com 
administragao prolongada de drogas (ex.: anticonvulsivantes). 

Criangas submetidas a tratamento prolongado com ami- 
nopirina apresentam aumento dos niveis sericos de GGT 

O consumo constante de bebidas alcoolicas provoca au¬ 
mento dos niveis sericos de GGT (2 a 3x LSN), que retor- 
nam a niveis normais quando cessa a ingestao de alcool. 

Nos tumores hepaticos, primarios e metastaticos, os ni¬ 
veis da GGT podem estar aumentados (5 a 10 X LSN), de- 
pendendo do estagio de evolugao da doen^a. 

O comportamento dos niveis sericos da GGT e varia- 
vel em patologias ou processos extra-hepatic os. Na doenga 
ossea ativa, em tumores intestinais, durante o crescimento e 
no terceiro trimestre de gravidez, em que os niveis de FA po¬ 
dem estar aumentados, os niveis sericos de atividade da GGT 
permanecem normais. Nas doengas musculares os niveis de 
GGT tambem permanecem normais, porem estao alterados 
em casos de pancreatite cronica, tumores primarios de pan¬ 
creas (muito aumentados), doenga renal cronica, rejeigao de 
transplantes renais, epilepsia, tumores cerebrais e acidentes 
cerebrovasculares. 

Dos fatos expostos, depreende-se que a GGT e de gran¬ 
de utilidade para distinguir entre doen^a hepatica e ossea, 
naqueles casos em que os niveis de FA estao aumentados. 

Tambem, a GGT pode substituir a FA para o diagnostico 
de hepatopatias em criangas, e em gestantes no terceiro tri¬ 
mestre de gravidez (Tabela 12.3). 


Niveis sericos de GGT aumentados tambem tem sido ob- 
servados em casos de infarto do miocardio e em pacientes com 
diabetes, principalmente quando ha comprometimento vascular. 

Recursos adicionais para o perfil enzimatico nas 
hepatopatias 

Desidrogenase glutamica (GLDH) 

E uma enzima intracelular, de localizagao mitocon- 
drial, que apresenta maior atividade nas areas centrolo- 
bulares do figado. Os maiores aumentos dessa enzima 
ocorrem nos processos em que ha maior comprometi¬ 
mento hepatocelular, com grande componente de necrose, 
e nas afec^oes que levam a maior comprometimento das 
areas centrilobulares. 

Nas hepatites fulminantes, quando ocorre queda abrupta 
das aminotransferases, a GLDH continua a aumentar, indi- 
cando o alto grau de necrose. 

Nas lesoes por halotano verificam-se aumentos acentua- 
dos de GLDH, correspondendo a extensas areas de necrose 
centrilobular. 

Valores normais: Ate 4 UI/L (homens);3 UI/L (mulheres). 

5'-Nucleotidase 

E uma enzima semelhante a FA, que hidrolisa nucleo- 
tideos. 

Observam-se aumentos dos NS A nas doengas hepatobi- 
liares junto com a FA, porem e mais especifica, pois nao se 
altera nas doen^as osseas por aumento da atividade osteoblas- 
tica, nem durante o crescimento ou durante a gravidez. 

Valores normais: ate 15 UI/L. 


Tabela 12.3 Niveis sericos de atividade enzimatica da FA e da GGT nas hepatopatias e em patologias e processos extra- 
-hepaticos. 

Hepatopatias 

FA 

GGT 

Doengas colestaticas 

Aumentados 

Aumentados 

Cirrose biliar primaria 

Aumentados (1 5 a 20 x LSN) 

Aumentados 

Hepatite aguda por virus 

Aumentados (> 5 x LSN) 

Aumentados (< 10 x LSN) 

Tumores hepaticos (primarios e metastaticos) 

Desde normais ate > 10 x LSN 

Desde normais ate > 10 x LSN 

Cirrose hepatica 

Desde normais ate > 10 x LSN 

Desde normais ate >1 5 x LSN 

Hepatite cronica 

Normais 

Desde Normais ate 3 x LSN 

Etiologia alcoolica 

Normais ou pouco aumentados 

Muito aumentados 

Patologias extra-hepaticas 

Doenga ossea ativa 

Aumentados 

Normais 

Tumores intestinais 

Aumentados 

Normais 

Rejeigao de transplante renal 

Normais 

Aumentados 

Diabetes 

Normais 

Aumentados 

Criangas (durante o crescimento) 

Aumentados (ate 3 x LSN) 

Normais 

Gravidez (3- trimestre) 

Aumentados (ate 2 x LSN) 

Normais 


Fonte: Modificada de AGA, 2002. 
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Pseudocoiinesterase (ChE) 

E uma enzima extracelular, sintetizada no figado. Pro- 
cessos que condicionam diminui^ao na capacidade de sintese 
pelos hepatocitos ou diminuigao da massa hepatica funcio- 
nante (ex.: cirrose), consequentemente, levam a queda dos 
niveis sericos de atividade da enzima. 

Existe certo paralelismo entre o comportamento da ChE 
e o tempo de protrombina. 

Na cirrose hepatica os niveis da ChE em geral estao di- 
minuidos, sendo o grau de diminuigao representativo da massa 
hepatica comprometida.Alguns autores consideram essa enzima 
de grande valor prognostico na evolugao da cirrose hepatica. 

Observam-se, tambem, niveis sericos diminuidos nas in¬ 
toxicates, agudas ou cronicas, por inseticidas organofosfora- 
dos e na terapeutica por ciclofosfamida. 

Com a utilizacao da succinilcolina, como relaxante muscu¬ 
lar, verificou-se a presenga de variantes geneticas da colinesterase 
serica. Normalmente, a succinilcolina e hidrolisada no sangue 
pela ChE. Individuos homozigotos para um gene atipico apre- 
sentam niveis sericos muito diminuidos da ChE, e quando tra- 
tados com succinilcolina evoluem para relaxamento muscular 
com apneia prolongada. Os valores normais da ChE sao: 1.900 a 
3.800 UI/L quando se utiliza a acetilcolina como substrato, e de 
3.000 a 9.300 UI/L quando se utiliza a butirilcolina. 

Ceruloplasmina (CER) 

E sintetizada principalmente no figado, e e liberada como 
uma a-2-glicoproteina no plasma, onde exerce a fungao de 
transportar ao redor de 90% do cobre plasmatico. Os res- 
tantes 10% sao transportados pela albumina. E uma proteina 
de fase aguda, que corre na regiao das a-2-imuneglobulinas 
e consequentemente podera estar aumentada em processos 
inflamatorios. 

A ceruloplasmina tern sido usada principalmente para o 
diagnostico da doen^a de Wilson. Nessa doenga observa-se 
uma degeneragao hepatolenticular originada por um distur- 
bio genetico, de transmissao autossomica, que provoca alte- 
ragoes no metabolismo do cobre. Essas altera^oes afetam a 
sintese da ceruloplasmina, interferindo no transporte do co¬ 
bre, que passa a se depositar em diversos tecidos do organis- 
mo, inicialmente no figado e posteriormente no cerebro, na 
cornea (anel de Kayser-Fleisher) e nos rins. 

Os valores normais por metodo nefelometrico sao con- 
siderados entre 22 e 52 mg/dL.Valores de ceruloplasmina di¬ 
minuidos, abaixo de 10 mg/dL, sao fortemente sugestivos da 
doenga de Wilson, porem um resultado normal de CER nao 
exclui o diagnostico da doen^a. Na verdade, ao redor de 28% 
dos pacientes com a doenga apresentam valores de cerulo¬ 
plasmina normais.Valores baixos de CER tambem podem ser 
observados em casos de deficiencia nutricional e ma-absor- 
£ao, e tambem na sindrome nefrotica e sindrome de Menkes. 

Durante a gestagao e durante o uso de estrogenos (anti- 
concepcionais) observa-se aumento dos niveis de CER. 


■ PROTEINAS SERICAS 

O figado humano desempenha fungoes importantes no 
metabolismo proteico quanto a captagao de amonia sangui- 
nea e sintese da ureia, ao metabolismo dos aminoacidos e a 
sintese proteica. O figado e o principal local de sintese da 
maioria das proteinas circulantes no organismo. A albumina, 
que quantitativamente e a proteina mais importante do plas¬ 
ma, e sintetizada exclusivamente no figado (10 a 15 g/dia). 
Desta forma, a medida das proteinas sericas e de fundamental 
importancia para o estudo da fungao hepatica. 

Os metodos laboratoriais mais empregados para o estudo 
das proteinas sericas sao: 

a) Determinagao da concentra^ao de proteinas totais. 

b) Determinagao da relagao Albumina/Globulinas. 

c) Separagao eletroforetica das proteinas sericas. 

A separagao eletroforetica das proteinas sericas ou eletro- 
forese de proteinas inclui a determinagao da concentragao total 
de proteinas, e mesmo sendo um metodo “semiquantitativo”, 
fornece dados importantes para o estudo das hepatopatias agu¬ 
das e cronicas. Quando analisado juntamente com outros testes 
de fungao hepatica amplia as possibilidades diagnosticas. 

Separaqao eletroforetica das proteinas sericas 

A eletroforese refere-se a migragao de particulas em um 
meio liquido sob a a^ao de um campo magnetico. A mo- 
bilidade das proteinas sericas e diretamente proporcional a 
carga eletrica de cada particula, e inversamente proporcional 
a viscosidade do meio. 

Existem dois tipos de metodologia para a eletroforese: a 
eletroforese convencional, por zona, onde as proteinas migram 
em um meio de suporte poroso como acetato de celulose, gel 
de agarose ou poliacrilamida, e a eletroforese capilar, onde a 
separa^ao das proteinas ocorre por tamanho e propriedades 
fisico-quimicas atraves do fluxo de um tubo capilar. 

Para a separa^ao eletroforetica das proteinas plasmaticas, 
em geral, utilizam-se, como suporte, fitas de acetato de ce¬ 
lulose ou de agarose. Apos a corrida eletroforetica (10 min 
- tampao pH 8,6 - p = 0,06), coram-se as fitas (Ponceau S), 
efetua-se a transparentiza^ao e faz-se a leitura densitometri- 
ca para obtengao do grafico e calculo da porcentagem de 
area de cada uma das fragoes obtidas. Separadamente, faz-se 
a dosagem das proteinas sericas totais, a partir de cujo valor 
quantifica-se a area de cada uma das fragoes. 

Na eletroforese convencional por zona obtem-se cinco 
fragoes, a saber: albumina e a-1, a-2, p e gamaglobulinas. 

Na eletroforese capilar obtem-se seis fragoes, a saber: 
albumina e a-1, a-2, P 1, P 2 e gamaglobulinas. Eventual- 
mente, pode ser observada a presenga de outra fra^ao: a pre- 
-albumina. 

A fra^ao albumina e de composigao homogenea e sinte¬ 
tizada exclusivamente no figado. 

As fragoes a, p e gamaglobulinas sao de composigao he- 
terogenea. Certo numero de proteinas que migram nessas 
fragoes, tais como haptoglobina, proteina C-reativa, glicopro- 
teinas, lipoproteinas, transferrina, ceruloplasmina, fibrinoge- 
nio e outros fatores da coagulagao sao sintetizados no figado. 
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As imunoglobulinas IgG, IgM, IgA, IgD e IgE (fra^ao y) sao 
produzidas pelo sistema reticulo-endotelial (SER) (celulas 
plasmaticas e linfocitos) (Figura 12.2). 

A pre-albumina, normalmente, esta presente em baixas 
concentrates no plasma, de modo que nem sempre aparece 
no perfil eletroforetico. 

A albumina e a proteina em maior concentrate no plas¬ 
ma: 60% da concentrate total de proteinas. Atua no trans- 
porte de diversas substancias, como a bilirrubina livre, e e 
responsavel pela manutengao da pressao oncotica. 

Os niveis sericos de albumina podem estar diminuidos em 
consequencia de perdas como, por exemplo, na sindrome ne- 
frotica, enteropatias, queimaduras e ascite. Estados de nutricao 
inadequada e de desnutricao tambem produzem hipo-albumi- 
nemia. Infecgoes cronicas associadas com aumentos de interleu- 
cina-1 e com fatores de necrose tumoral tambem podem inibir a 
sintese da albumina. Excluidas essas causas, a queda de albumina 
reflete um processo cronico de incapacidade parcial de sintese 
pelo parenquima hepatico. E necessario um periodo de tempo 
relativamente longo para que a deficiencia de sintese nos he- 
patocitos se manifeste atraves de hipoalbuminemia, pois a vida 
media da albumina no plasma e de 22 a 26 dias. 

Frequentemente observa-se hipoalbuminemia em pa- 
cientes com hepatopatias cronicas, particularmente cirrose. 

A bisalbuminemia e uma situate caracterizada pela pre- 
senga de uma dupla banda na zona da albumina, que pode ser 
congenita ou adquirida. A forma congenita nao tern signifi¬ 
cance clinica, e a adquirida geralmente esta associada ao uso 
de antibioticos e a presenga de ascite ou fistula pancreatica. 


Eletroforese das proteinas sericas 



Figado SRE 


Figura 12.2 Separate eletroforetica das proteinas sericas em ace- 
tato de celulose. 

Fonte: Silva LC da, et ai 1983. 


As proteinas que migram nas a-1, a-2 e betaglobulinas 
tern vida media menores do que a albumina, de modo que 
podera ocorrer diminuigao dessas fragoes como decorrencia 
de insuficiencia hepatica grave, nao necessariamente devido 
a processos cronicos. 

Aproximadamente 85% da fra to a-l-globulina e cons- 
tituida de a-1 antitripsina. O achado dessa fragao muito 
diminuida ou ausente na eletroforese levanta a suspeita de 
deficiencia de a-1 antitripsina, (homozigotica), que esta as¬ 
sociada ao enfisema pulmonar e a cirrose hepatica e devera 
ser confirmada por metodologia especifica para essa protei¬ 
na (tecnicas imunoenzimaticas). Os estados heterozigoticos 
da deficiencia de a-1 antitripsina nao podem ser detectados 
atraves da eletroforese de proteinas. 

As glicoproteinas que migram nas fragoes a-1 e a-2 glo- 
bulinas, principalmente a a-l-glicoproteina acida tendem a 
estar aumentadas, em consequencia do aumento das respec- 
tivas fragoes nos processos inflamatorios e neoplasicos. Nos 
hepatocarcinomas pode ser observado um aumento da a-1 
globulina por eleva^ao da alfafetoproteina. 

Na sindrome nefrotica observa-se um aumento da fragao 
a-2 globulinas, devido a niveis elevados da a-2 macroglobu- 
lina. Nessa situagao a fragao albumina esta diminuida. 

Lipoproteinas que migram nas fragoes a-1, a-2 e be¬ 
taglobulinas, principalmente nas duas ultimas, podem ser 
responsaveis pelo aumento dessas fragoes nas colestases de 
duragao superior a uma semana. 

A fra^ao betaglobulina geralmente esta aumentada nos 
casos de cirrose hepatica. 

Na maioria dos processos cronicos observa-se um au¬ 
mento policlonal das gamaglobulinas (fragao y), diferente do 
aumento monoclonal encontrado em casos de mielomas. Na 
cirrose hepatica, alem da fragao y aumentada, observa-se fre¬ 
quentemente uma fusao entre as fragoes P e y, devido ao 
maior aumento das imunoglobulinas do tipo IgA. 

Na forma hepatoesplenica da esquistossomose mansoni- 
ca, em geral, observa-se um perfil semelhante ao da cirrose 
hepatica, e, com alguma frequencia, o aparecimento de um 
pico no lado de maior mobilidade da fragao y, que desaparece 
com o tratamento da molestia. 

Pela dosagem das imunoglobulinas, que ocorrem na fra- 
gao y atraves de tecnicas especificas, algumas alteragoes po¬ 
dem ser observadas nas hepatopatias: a) aumento isolado da 
IgM na cirrose biliar primaria; b) aumento acentuado da IgG 
e IgA e menor da IgM, na cirrose alcoolica; c) aumento da 
IgM na fase inicial das hepatites agudas por virus. 

A eletroforese capilar possui alto poder de resolu^ao, per- 
mitindo a separa^ao da fragao p em duas bandas: P-1 e P-2. Na 
banda p-1 correm a transferrina e a hemopexina, e na banda 
p-2 o complemento (C3). Alem disso, a eletroforese capilar 
parece ter maior sensibilidade para detectar gamopatias mono- 
clonais. Em geral, e mais sensivel para detectar componentes 
monoclonais em pequenas concentrates, em particular IgA 
ou cadeias leves. 

A eletroforese capilar tambem facilita a detec^ao dos casos 
de bisalbuminemia adquirida, relevante em casos de fistula pan¬ 
creatica, presenga de ascite e uso de antibioticos, alem de evitar 
os erros frequentes da eletroforese convencional, que detecta 
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falsos resultados para fibrinogenio. Outra vantagem do uso da 
eletroforese capilar e que todo o processo pode ser automatiza- 
do, garantindo maior rapidez na liberagao dos resultados. 

Na Figura 12.3 sao mostrados alguns perfis caracteris- 
ticos observados nas hepatopatias utilizando eletroforese de 
zona em acetato de celulose. 

Perfis eletroforeticos das proteinas nas hepatopatias 





Esquitossomose mansonica 
forma hepatosplenica 



Cirrose hepatica com deficiencia 
de a 1 - antitripsina 




Figura 12.3 Exemplos de perfis eletroforeticos em acetato de celu¬ 
lose, observados nas hepatopatias. 

Fonte: Silva LC da, et ai 1983. 


Na Figura 12.4 mostra-se o perfil eletroforetico carac- 
teristico das proteinas sericas, utilizando eletroforese capilar. 



Figura 12.4 Separa^ao das proteinas sericas por eletroforese capilar. 
Fonte: Ritchie RF., 1982. 

NaTabela 12.4 constam os valores normais para a sepa- 
ragao eletroforetica das proteinas sericas. 


Tabela 12.4 Eletroforese de proteinas sericas: valores 
normais. 


Fragoes 

% 

g/dl 

Proteinas totais 

100 

6,0-7,8 

Albumina 

50-63 

3,2-5,0 

a-1 

2,5-5,7 

0,2-0,4 

a-2 

5,8-13 

0,5-0,9 

p 

8,5-14,7 

0,6-1,1 

y 

11,8-20,2 

0,7-1,5 


Fonte: Adaptada de Saez-Alquezar, 2006. 


Tempo de protrombina (TP) 

O tempo de protrombina corresponde ao tempo de coa- 
gulagao de um plasma citratado, depois que se adiciona trom- 
boplastina (fator III) e calcio na temperatura de 37 °C. 

O TP e o teste usado no controle de pacientes que usam 
anticoagulantes orais, e e medido em segundos, podendo va- 
riar de acordo com o laboratorio e com o metodo utilizado. 
Em geral, os valores normais estao entre 11 e 14 segundos. 

Pelo fato de poderem ser usados diversos tipos de fator 
tissular nos reagentes para determinagao do TP, foi preconi- 
zado pela OMS o RNI (Relagao normalizada internacional) 
para padronizar (mundialmente) os resultados obtidos de TP 
em diferentes lab oratorios. 
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Para o controle de pacientes em uso de anticoagulantes 
orais utiliza-se apenas o INR.Valores de INR entre 2,0 e 3,0 
sao considerados eficazes para esse tipo de paciente. 

Com exce^ao do fatorVIII, os demais fatores de coagu- 
lagao sao produzidos exclusivamente no figado. O tempo de 
protrombina (TP) mede, conjuntamente, os fatores do com- 
plexo protrombinico (fatores II, V, VII e X, dependentes da 
vitamina K), e mais o fibrinogenio. 

A meia-vida dos fatores de coagula^ao varia entre 6 horas 
(fatorVII) a 5 dias (fibrinogenio), ou seja, um turnover muito 
mais rapido que para a albumina, o que significa uma maneira 
de avaliagao da fun^ao hepatica de forma mais rapida, quan- 
do esta presente uma diminuigao na capacidade de sintese 
pelo parenquima hepatico. O prolongamento do TP pode 
indicar uma hepatite grave ou cirrose hepatica, e tambem 
uma obstrugao biliar cronica. Como a maioria dos fatores 
de coagulagao e dependente da vitamina K, o prolongamen¬ 
to observado do TP tambem pode ser devido a deficiencia 
de vitamina K. Nesses casos, a administragao de vitamina K 
(10 mg/dia) corrige o prolongamento do TP num prazo ma- 
ximo de 48 horas. Excluindo-se a deficiencia de vitamina K, 
o prolongamento do TP superior a 5 segundos, em relagao 
ao controle, e considerado um sinal de mau prognostico em 
relagao a fungao do parenquima hepatico. 

■ BILIRRUBINAS SERICAS 
Metabolismo da bilirrubina 

Em individuos normais, ocorre a formagao de 4,4 ± 
0,7 mg de bilirrubina/kg de peso corporal em 24 horas, dos 
quais aproximadamente 70% derivam do grupo prostetico 
Heme da hemoglobina de hemacias maduras, nas celulas re- 
ticuloendoteliais do ba^o, figado e medula ossea. Os restan- 
tes 30%-40% sao formados a partir do catabolismo de outras 
hemoproteinas, tais como: citocromos, catalases e peroxida¬ 
ses. Com exce^ao do figado, a concentragao tecidual dessas 
hemoproteinas e muito baixa, de modo a contribuir muito 
pouco na formagao da bilirrubina. 

A contribuigao hepatica para a produgao de bilirrubina 
total em individuos normais e bem significativa (em torno 
de 23% a 37%), principalmente a custa do citocromo p-450. 

Transformagao do heme em bilirrubina 

Inicialmente, o Heme e convertido em biliverdina IX-a, 
pela agao da enzima hemeoxigenase de localizagao microsso- 
mal. A enzima hemeoxigenase, comprovadamente diferente 
do citocromo p-450, esta presente no figado, nos rins e ma- 
crofagos, podendo ser estimulada de tres a vinte vezes pela 
administragao de heme ou hemoglobina. Isso representa um 
mecanismo eficiente de defesa para catabolizar os niveis seri- 
cos de bilirrubina aumentados, que se observam nos proces- 
sos hemoliticos e nas hemorragias internas. 

A biliverdina IX-a transforma-se em bilirrubina IX-a 
atraves de rea^ao catalisada pela enzima biliverdina-redutase, 
de localizagao citoplasmatica. 


A molecula de bilirrubina e constituida de quatro aneis 
pirrolicos ligados entre si atraves de tres pontes de carbono. 
Possui oito cadeias laterais (metil, vinil, metil, acido propioni- 
co, acido propionico, metil, metil, vinil). Esta bilirrubina IX-a 
(isomero geometrico Z, Z) e praticamente insoluvel em agua 
(0,1 pmol/L em pH 7,4) e soluvel em solventes organicos 
nao polares, devido a que seus grupos hidrofilicos estao liga¬ 
dos atraves de pontes de hidrogenio. Aumentando-se o pH 
do meio, quebram-se as ligagoes de hidrogenio conseguindo- 
-se, desta forma, maior solubilidade em solventes polares. 

Transporte da bilirrubina no plasma 

O pigmento recem-formado, bilirrubina livre , praticamen¬ 
te insoluvel em agua, e langado na circulagao sanguinea, onde 
e transportado firmemente ligado a albumina. 

Tambem ocorre ligagao da bilirrubina, em menor pro- 
por^ao com eritrocitos, principalmente quando os niveis 
de albumina estao diminuidos. Da mesma forma, a alfafe- 
toproteina presente em grandes quantidades em fetos e em 
recem-nascidos, parece ter certa afmidade de ligagao com a 
bilirrubina livre. 

A molecula da albumina possui um centro primario de 
alta afmidade para ligagao com a bilirrubina alem de outros 
secundarios, com menor afmidade. Certas drogas como sali- 
cilatos, sulfas, diureticos e contrastes radiologicos competem 
com a bilirrubina livre, diretamente no sitio primario de li- 
gagao com a albumina. 

A administragao de heparina produz diminuigao na ca¬ 
pacidade de ligagao da bilirrubina, devido ao fato de a hepa¬ 
rina, atraves da indugao da lipase lipoproteica liberar grande 
quantidade de acidos graxos que competem na ligagao com 
a albumina. 

Em recem-nascidos, observam-se niveis altos de bilirru¬ 
bina livre, nao ligada, no sangue circulante. 

Captagao hepatica da bilirrubina 

A capta^ao da bilirrubina pelo hepatocito se da atraves 
de um sistema de transporte, mediado por carreador, onde 
a bilirrubina se desprende da albumina e liga-se, dentro da 
celula hepatica, a proteinas com afmidade de ligagao cerca de 
cinco vezes maior do que para a albumina. 

Conjugagao e excregao da bilirrubina 

Dentro do hepatocito, no reticulo endoplasmatico liso, a 
bilirrubina livre sofre conjugagao com o acido glicuronico, 
pela a^ao do sistema enzimatico UDP-glicuronil transferase, 
dando origem a bilirrubina conjugada ou glicuronato de bi¬ 
lirrubina soluvel em agua. 

A bilirrubina conjugada pode ser monoglicuronato (con- 
jugagao apenas numa cadeia de acido propionico), ou di- 
glicuronato (conjugagao nas duas cadeias). Na bile humana 
predomina o diglicuronato de bilirrubina. O sistema enzi¬ 
matico glicuroniltransferase, de localizagao microssomal, e 
constituido de multiplas formas enzimaticas com atividades 
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diferentes, frente a diversos substratos. De fato, esse sistema e 
responsavel nao so pela conjugagao da bilirrubina, mas tam- 
bem pela de outros compostos lipofilicos, tais como os hor- 
monios tireoidianos e as catecolaminas. 

Uma vez conjugada, a bilirrubina e rapidamente excre- 
tada atraves das microvilosidades da parede canalicular dos 
hepatocitos, sendo eliminada na bile sob a forma de um 
complexo micelar com sais biliares, fosfolipides e colesterol. 
Chegando ao trato intestinal, e desconjugada pela a^ao de 
betaglicuronidases de origem bacteriana (principalmente no 
ileo terminal e intestino grosso) e reduzida para urobilino¬ 
genio. Diariamente, 100 a 200 mg de urobilinogenio sao ex- 
cretados nas fezes e uma pequena quantidade e reabsorvida, 
sendo reexcretada pelo figado ou eliminada na urina (circuito 
entero-hepatico). 

Disturbios no metabolismo da bilirrubina 

1. Na formagao da bilirrubina 

a) Aumento da bilirrubina Indireta. 

b) Aumento do urobilinogenio urinario e fecal. 

Ex.: Hemolise intravascular e extravascular. 

2. No transporte da bilirrubina no sangue 

a) Aumento da bilirrubina indireta 

Ex.: Albumina plasmatica diminuida; drogas que com- 
petem na ligagao com a albumina (sulfas, contrastes 
radiologicos, diureticos, salicilatos). 

3. Na captagao e transporte dentro dos hepatocitos 

a) Aumento da bilirrubina indireta. 

b) Urobilinogenio (urinario e fecal) normal ou 
diminuido. 

Ex.: Niveis baixos de Ligandina (recem-nascidos, sindro- 
me de Gilbert, acido flavaspidico, rifampicina, con¬ 
trastes radiologicos, carneiros mutantes Southdown). 

4. Na conjugagao da bilirrubina nos hepatocitos 

a) Aumento da bilirrubina indireta. 

Ex.: Ictericia dos recem-nascidos; sindromes de Criegler- 
Najjar e Lucey-Driscoll; vitamina K, novobiocina, 
cloranfenicol; ratos Gunn. 

Comprometimento hepatocelular difuso: hepatites 
por virus e por agentes toxicos. 

Doen^as hepaticas infiltrativas malignas (carcino¬ 
mas e linfomas), e benignas (sarcoidose, amiloidose, 
hemocromatose). 

5. Na excre^ao da bilirrubina conjugada 

a) Aumento da bilirrubina total a custa da bilirrubina 
conjugada. 

b) Bilirrubina conjugada na urina: rea^ao positiva. 

c) Urobilinogenio (urinario e fecal): diminuido. 

I. Pelos hepatocitos. 

Ex.: Drogas que interferem com a secregao de bilirrubina 
(esteroides 17-a-alkylados) ou que comprometem o 
fluxo biliar intra-hepatico (estrogenos e fenotiazi- 
nas), pericolangite, cirrose biliar primaria, sindromes 
de Dubin-Johnson e de Rotor, carneiros mutantes 
Corriedale. 


II. Pelo sistema biliar 

Ex.: Obstrugao intraductos biliares (litiases, constri^oes, 
tumores) ou obstru^ao extraductos biliares (tumo- 
res de pancreas, edema pancreatico e inflamagao de 
linfonodos). 

Metodologias para determinapao da bilirrubina 

Os metodos utilizados para a dosagem de bilirrubinas 
(livre e conjugada) baseiam-se na rea^ao de Van Der Berg 
(reagao do pigmento com acido sulfanilico diazotado). A 
bilirrubina conjugada soluvel em agua da reagao direta em 
solugao aquosa de acido sulfanilico diazotado, ao passo que a 
bilirrubina livre insoluvel em agua necessita da adigao de um 
acelerador (benzoato de cafeina ou metanol), dando assim 
uma rea^ao indireta. 

O metodo de Jendrassik-Grof e suas modifica^oes uti- 
lizam benzoato de cafeina como acelerador, mostrando boa 
sensibilidade, e fornecem valores reais de bilirrubina indireta. 
Detecta-se a presenga de bilirrubina na urina atraves do teste 
de Harrison-Fouchet (ou de tiras plasticas comercializadas 
para detecgao de substancias quimicas na urina). 

A pesquisa de urobilinogenio e feita utilizando-se o rea- 
tivo de Erlich, que produz coloragao vermelho-cereja com 
o pigmento. 

Consideram-se valores normais: 

1. Niveis sericos de bilirrubinas: 

a) Bilirrubina direta (conjugada): ate 0,4 mg/dL. 

b) Bilirrubina indireta (livre): ate 0,6 a 0,9 mg/dL. 

c) Bilirrubina total (livre+conjugada): ate 1,0 a 1,3 mg/dL. 

2. Bilirrubina conjugada na urina: reagao negativa. 

3. Urobilinogenio na urina: rea^ao positiva ate a dilui^ao de 
1:40. 

4. Urobilinogenio nas fezes: rea^ao positiva. 

■ ALTERAgOES BIOQUIMICAS OBSERVADAS 
NAS HEPATITES POR VIRUS 
Hepatite por Virus A (HVA) 

Em pacientes sintomaticos observam-se aumentos 
importantes dos NS A das aminotransferases e da FA, e da 
concentragao de bilirrubinas sericas. Em geral, os NSA da 
ALT sao maiores do que os da AST e podem atingir valores 
elevados de ate 100 vezes o LSN. Inicialmente se observa 
o aumento das aminotransferases e, depois, dos niveis de bi¬ 
lirrubina. 

A taxa de bilirrubina pode atingir valores altos de ate 10 
mg/dL nos casos em que se observa a fase colestatica. 

Hepatite por Virus E (HVE) 

A HVE pode apresentar desde formas subclinicas ate he¬ 
patites graves. 

Nos casos de HVE observa-se, tambem, aumento da 
ALT, AST e da bilirrubina serica. Em geral, essas altera^oes 
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bioquimicas, bem como os sintomas clinicos desaparecem em 
poucas semanas. Ao contrario da HVA, as alteragoes podem 
ser mais severas e sao frequentes as alteragoes da coagulagao. 
Quando a HVE ocorre em gestantes, durante o 3- trimestre 
da gravidez, tem-se observado formas graves da doenga com 
evolu^ao para formas de hepatite fulminante em ate 3% dos 
casos. Nessa situagao, os NS A das aminotransferases aumen- 
tam muito, mas podem cair rapidamente para NSA normais, 
por falta de substrato, devido a necrose submaciga dos he¬ 
patocitos. Estudos recentes tern mostrado que as infec^oes 
causadas peloVHE do genotipo 4 levam a aumentos maiores 
dos NSA das aminotransferases (> 100 LSN). 

Hepatite por Virus B (HVB) 

Na fase aguda da HVB os NSA da ALT e AST podem 
atingir valores muito elevados, entre 30 a 50 X LSN. Os NSA 
da ALT, em geral, sao mais altos que os da AST A concentra- 
gao de bilirrubinas pode ser normal na maioria dos pacientes, 
a nao ser naqueles em que se observa uma fase colestatica. 
Nos casos de evolugao normal da doen^a, os NSA das ami¬ 
notransferases se normalizam ate o quarto mes da infec^ao. A 
persistencia de NSA alterados das aminotransferases por um 
periodo superior a seis meses indica evolu^ao para hepatite 
cronica. Pacientes na fase cronica da infecgao mostram alte- 
ragoes discretas das aminotransferases, mas em periodos de 
exacerba^ao da doenga poderemos observar NSA extrema- 
mente elevados. 

Hepatite por Virus C (HVC) 

A maioria dos pacientes que se infecta pelo VHC e as- 
sintomatica e a ictericia esta presente em menos de 25% dos 
casos. A maioria dos casos de infec^ao aguda nao e documen- 
tada. Apenas em situates especiais, em que ha um seguimen- 
to, por pertencerem a grupos de alto risco. 

Em pacientes sintomaticos se observa um aumento dos 
NSA das aminotransferases semelhante ao das outras hepa¬ 
tites, que retornam aos niveis normais num periodo de ate 
12 semanas. O desaparecimento do RNA-HVC indica que 
ocorreu a cura da infecgao, mas isso ocorre em menos de 20% 
dos individuos infectados, apesar de terem se normalizado os 
NSA das aminotransferases. Individuos assintomaticos e com- 
pensados com a forma cronica da HVC poderao apresentar 
NSA discretos de ate 2 X LSN. A evolu^ao para formas de 
fibrose mais avan^ada e ate cirrose poderao mostrar aumentos 
discretos da ALT e da AST, com predominance da AST. 

■ PROVAS DE FUNgAO HEPATICA 

Os testes laboratoriais empregados no estudo das hepa- 
topatias refletem apenas determinados aspectos de compor- 
tamento do orgao, mas nao refletem a fungao hepatica como 
um todo. 

A fungao hepatica pode ser definida como um conjunto 
integrado de processos, que tern lugar no figado e inclui a 
integridade do parenquima hepatico (massa hepatica funcio- 
nante), a manutengao de um suprimento adequado de sangue 


(fluxo hepatico) e a capacidade de drenagem adequada por 
parte dos ductos biliares e das veias hepaticas. 

Devido a complexidade desses processos, torna-se muito 
dificil encontrar uma unica prova que consiga medir a fungao 
hepatica de modo global. 

No desenvolvimento das provas de fun^ao hepatica fo- 
ram utilizados dois tipos de abordagem. Um deles e o mo- 
nitoramento da fungao de clareamento hepatico ( clearance ). 
A remo^ao hepatica de substancias, somente por processos 
fisicos, e de menor importancia, e o conceito de clearance pas- 
sou a ser analisado do ponto de vista de processo enzimatico. 

A medida de “ clearance ” foi introduzida por Lewis em 
1948, como substituto dos testes qualitativos de reten^ao ou 
excre^ao, atribuindo desta forma um aspecto quantitativo aos 
testes de fungao hepatica. “Clearance” pode ser defmido como 
a medida do volume, contendo uma substancia, que e clarea- 
do para essa substancia por unidade de tempo. 

As provas de clareamento dependem da perfusao do fi¬ 
gado, da transference da substancia utilizada, do sangue para 
os hepatocitos, bem como da quantidade e composigao enzi- 
matica da massa hepatica funcionante. Cada um desses fatores 
pode estar alterado nas hepatopatias. A medida do clearance , 
com verde de indocianina ou com galactose reflete principal- 
mente alteragoes na perfusao hepatica (fluxo hepatico). 

Outro tipo de abordagem para o desenvolvimento de 
provas de fungao hepatica leva em consideragao os meca- 
nismos enzimaticos que ocorrem no parenquima hepatico. 
A remogao hepatica de substancias especificas por processos 
enzimaticos constitui-se na base das principais provas de fun- 
£ao hepatica utilizadas na atualidade. 

Realmente, verificou-se que o “ clearance ” como medida 
quantitativa da fungao hepatica tinha valor limitado e deveria 
dar-se preferencia a determinagao das velocidades maximas 
de remogao. 

Assumindo que existe um fator limitante para cada rea- 
gao dentro dos hepatocitos, determinado pela quantidade de 
enzima presente na etapa limitante de velocidade da mesma, 
podemos medir quantitativamente a fun^ao hepatica atraves 
das velocidades maximas de determinados processos meta- 
bolicos que sao proporcionais a massa hepatica funcionante. 

As provas quantitativas para avaliar a fungao hepatica sao 
importantes para: 

a) Defmir a fungao hepatica residual. 

b) Seguimento do curso da doenga e prognostico em 
pacientes com hepatopatias agudas e cirrose. 

c) Prever o risco cirurgico e o curso do pos-operatorio 
em pacientes com fungao hepatica residual reduzida. 

d) Determinar o tempo certo para o transplante de 
figado. 

Clearance do verde de indocianina 

O verde de indocianina (VI) e um corante que apresenta 
pico maximo de absorgao entre os comprimentos de onda de 
800 a 815 nm. Foi proposto inicialmente por Fox e col., em 
1975, para estudos de dilui^ao em cardiopatias. 
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Quando introduzido na circulagao sanguinea, liga-se as 
proteinas plasmaticas, principalmente as alfalipoproteinas e a 
albumina. A remogao do sangue e feita exclusivamente pe- 
las celulas do parenquima hepatico, nao sofrendo nenhuma 
transformagao quimica em sua passagem pelo figado, sendo 
excretada na bile sob a forma livre. 

O VI nao sofre circulagao entero-hepatica, e nas doses 
comumente empregadas nao produz efeitos toxicos, sendo 
toleradas ate doses de 50 mg/kg de peso corporal. Devido a 
ausencia de processos de remogao extra-hepaticos, oVI con- 
tinua sendo utilizado para estudos de fluxo hepatico. Diversos 
estudos mostram que o VI tambem pode ser utilizado para 
estudos de fungao hepatica. 

Teste da aminopirina 

A aminopirina e oxidada no figado em duas etapas pelo 
sistema citocromo P-450, ate aminoantipirina. Essa oxidagao 
corresponde a uma dupla desmetilagao, que confere a molecula 
original caracteristicas hidrofilicas necessarias a sua excregao. 

O sistema citocromo P-450 e considerado dependente 
de amino- oxigenases, presente em altas concentrates no 
figado e responsavel pelo metabolismo hepatico de diversas 
substancias que envolvem reagoes de oxido-redugao. Inicial- 
mente o clareamento plasmatico da aminopirina foi utilizado 
na avaliagao quantitativa da fun^ao hepatica. Devido a demo- 
ra do teste e a dificuldades tecnicas para a determina^ao da 
antipirina plasmatica, passou a ser pouco utilizado na pratica. 

Em 1973, utilizando-se aminopirina isotopicamente 
marcada, nos dois grupos media, que sao liberados quando 
ocorre a oxidagao da droga no figado, verificou-se experi- 
mentalmente que a quantidade de 14 C0 9 exalado na respi- 
ra^ao era proporcional a queda de radioatividade plasmatica. 
Desta forma, foi evidenciado que a medida de 14 CO 0 no ar 
exalado refletia o metabolismo hepatico da aminopirina. 

A partir de 1974, utilizando-se a mesma metodologia 
no homem, concluiu-se que, apos duas horas da administra- 
£ao oral de aminopirina marcada a medida do 14 C0 9 exalado 
podia ser correlacionada com a velocidade de desaparecimen- 
to plasmatico da aminopirina, tanto em individuos normais 
como em pacientes com hepatopatias. 

O teste da aminopirina marcada, com coleta do ar exala¬ 
do (Breath test) tern mostrado resultados satisfatorios e reflete, 
principalmente, a massa microssomal residual funcionante, e 
o tecido hepatico disponivel. A administra^ao antes da prova 
de indutores microssomais tais como etanol, fenobarbital e 
difenil-hidantoina aumenta o perfil respiratorio do C0 9 , ao 
passo que outras drogas como cimetidina e anticoncepcionais 
o deprimem. Em pacientes com hepatopatias de etiologia al- 
coolica o teste apresenta maior correlagao com o grau de 
comprometimento histologico. 

Capacidade hepatica de eliminapao da galactose 
(CEG) 

A galactose e metabolizada principalmente no figado, o 
que justifica seu uso para a avaliagao da fungao hepatica sob 


o aspecto hepatocelular. A transformagao da galactose em 
glicose-l-P, no figado, ocorre em tres etapas. Na primeira 
etapa ocorre a transformagao da galactose em galactose-1-P, 
pela agao da enzima galactoquinase, e e considerada a etapa 
limitante de velocidade para a metabolizagao da galactose. A 
segunda etapa corresponde a transformagao da galactose-1- 
-P em UDP-Galactose. Cabe comentar que essa etapa re- 
presenta uma solugao de continuidade na galactosemia em 
crian^as, por ausencia de ambas as enzimas, galactose-1-P- 
-uridiltransferase (que e a unica presente em recem-nascidos 
e criangas), e a UDP-galactose pirofosforilase (presente em 
adultos). A terceira etapa corresponde a transformagao da 
UDP-galactose em UDP-glicose e assume vital importancia 
por ser dependente de NAD e inibida por NADH 0 . Em ou¬ 
tras palavras, essa etapa e sensivel ao estado de oxido-redugao 
intracelular e, portanto, pode ser inibida pela a^ao de certas 
drogas como, por exemplo, o etanol. 

A realiza^ao do teste da CEG e feita por inje^ao intra- 
venosa de uma solugao isotonica de galactose (0,5 mg/kg de 
peso corporeo. Em individuos normais a CEG e: 270 ± 40 
mg/min). A dose de galactose utilizada na medida da CEG 
representa um excesso em rela^ao a primeira etapa da meta- 
bolizagao hepatica, mediada pela galactoquinase, que e a eta¬ 
pa limitante do processo. Desta forma, podemos considerar 
que a transformagao ocorra em velocidade maxima (ou bem 
proxima: 96%), permitindo medir quantitativamente a massa 
hepatica funcionante. 

A CEG discrimina com bastante sensibilidade entre pa¬ 
cientes com cirrose hepatica e individuos normais, e con- 
segue avaliar uma fase irreversivel no comprometimento 
hepatocelular. 

Teste MEGX 

O teste e baseado na injegao intravenosa de lidocaina, na 
dose de 1 mg/ kg de peso corporal, com coleta de amostras de 
sangue aos 15, 30 e 60 minutos apos a injegao de lidocaina. A 
lidocaina e metabolizada no parenquima hepatico pela a^ao do 
citocromo P-450 3 A 4 que catalisa a oxidagao da lidocaina para 
seu metabolito: monoetilglicina-xilidina (MEGX). 

A concentragao de MEGX apos injegao intravenosa de 
lidocaina tern sido proposta como um marcador da fungao 
hepatica microssomal (MEGX test). O teste MEGX depende 
do fluxo sanguineo hepatico (sendo suscetivel a hipoxia) e 
da atividade do citocromo p-450. E um teste quantitativo da 
fun^ao hepatica, que mostra boa correlagao com a gravidade 
da doenga hepatica. 

Indices para prever a sobrevida sao essenciais para estabe- 
lecer o prognostico e determinar a prioridade para o trans- 
plante hepatico em pacientes com cirrose hepatica. 

O teste MEGX tern mostrado boa correlagao com os 
indices (MELD, Child-Pugh) utilizados para prognostico de 
sobrevida em pacientes cirroticos. Por esse motivo, o teste 
MEGX pode ter utilidade na sele^ao desses pacientes para 
transplante hepatico, bem como para monitorar a fungao he¬ 
patica do doador. 
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Classificagao e estadiamento das hepatopatias 

Em gera, os niveis sericos de atividade das aminotrans¬ 
ferases (ALT e AST) sao usados para acompanhar a atividade 
da doenga hepatica, mas dependendo da fase de evolugao nao 
conseguem avaliar o real comprometimento hepatico. 

Alguns sistemas tern sido utilizados para avaliar a gravi- 
dade da doenga hepatica cronica. Um deles e a classificagao 
de Child-Pugh para avaliar o prognostico da doenga hepati¬ 
ca cronica, principalmente da cirrose. Atualmente, e utilizada 
para determinar o prognostico bem como a necessidade de 
transplante. O escore de Child-Pugh e calculado somando-se 
os pontos de cinco fatores (Tabela 12.5) e varia de 5 a 15. As 
classes de Child-Pugh vao de A ate C (Tabela 12.6), sendo que, 
em geral, a descompensagao indica cirrose com um escore > 
7 (classe B), e esse nivel e um criterio aceito para inclusao no 
cadastro do transplante hepatico. 

Outro sistema e a escala MELD ou Modelo para Doenga 
Hepatica Terminal, que adota um sistema de pontuagao para 
avaliar a gravidade da doenga hepatica cronica e tambem e 
utilizado para indicar o transplante. O calculo do MELD e 
feito com a seguinte formula: 

MELD = 3,78 [Ln bilirrubina serica (MG/dL)] + 

11,2 [Ln INR] + 9,57 [Ln creatinina serica (MG/dL] 

Na Tabela 12.7 consta a interpretagao da escala MELD 
em pacientes hospitalizados. 


Tabela 12.7 Interpreta^ao da escala MELD em pacientes 
hospitalizados. Mortalidade em tres meses. 

Pontuagao 

Mortalidade 

>40 

100% 

30-39 

83% 

20-29 

76% 

10-19 

27% 

<10 

4% 


Fonte: Botta et ai, 2003. 


■ CONSIDERABLES FINAIS 

Neste capitulo foram apresentados os testes bioquimicos 
mais utilizados para avaliar as hepatopatias, incluindo algumas 
provas de fungao hepatica e alguns modelos para avaliar es- 
tados avangados de comprometimento hepatico. A ideia foi a 
de transmitir, basicamente, dois conceitos que consideramos 
importantes na area de diagnostico laboratorial: 

1. A importancia de conhecimento dos aspectos fisiopato- 
logicos envolvidos na aplicagao de testes laboratoriais no 
estudo das hepatopatias, para poder analisar adequada- 
mente os resultados obtidos. 


Tabela 12.5 Classificagao de Child-Pugh. 

Calculos utilizados. 



Cirrose - fator de classificagao 

1 ponto 

2 pontos 

3 pontos 

Bilirrubina serica jt/mol/L (mg/dL) 

< 34 (< 2,0) 

34-51 (2,0-3,0) 

> 51 (> 3,0) 

Albumina serica, g/L (g/dL) 

> 35 (> 3,5) 

30-35 (3,0-3,5) 

< 30 (< 3,0) 

Ascite 

Nenhuma 

Facilmente controlada 

Mai controlada 

Disturbio neurologico 

Nenhum 

Minimo 

Coma avangado 

Tempo de protrombina 

0-4 

4-6 

> 6 

(segundos de prolongamento) INR 

< 1,7 

1,7-2,3 

> 2,3 


Fonte: Adaptada de Child et ai, 1973. 


Tabela 12.6 Classificagao da doenga hepatica cronica em classes de A a C de acordo com o escore de Child-Pugh. 


Pontos 

Classe 

Sobrevida em um ano 

Sobrevida em dois anos 

5-6 

A 

100% 

85% 

7-9 

B 

81% 

57% 

10-15 

C 

45% 

35% 

Fonte: Adaptada de Child et ai, 1973. 
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2. A importancia da associa^ao de testes bioquimicos que, 
em conjunto com os dados clinicos, possam permitir um 
diagnostico coerente, baseado em evidencias. 
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Liquido Amniotico 


■ INTRODUgAO 

O liquido amniotico e o fluido biologico que envolve o 
feto durante a gesta^ao. Contido no interior da bolsa amnio- 
tica, ele protege o embriao de choques mecanicos e mantem 
a temperatura estavel, alem de fornecer nutrientes para seu 
desenvolvimento. 

Por conter celulas e metabolitos do feto, a analise do li¬ 
quido amniotico pode ser utilizada para diagnostico de so- 
frimento e maturidade fetal, de anomalias cromossomicas, 
defeitos do tubo neural e disturbios geneticos. Neste capitulo 
serao destacados alguns dos testes mais utilizados para a de- 
tec^ao dessas condi^oes. 

■ FISIOLOGIA DO LIQUIDO AMNIOTICO 
Formagao 

A bolsa amniotica e constituida por uma membrana de- 
rivada da somatopleura - combinagao do ectoderma com o 
mesoderma —, tambem denominada amnio. A formagao da 
bolsa amniotica ou amnio tern inicio uma ou duas semanas 
apos a concepgao, juntamente com a produgao do liquido am¬ 
niotico, que aumenta de volume com a progressao da gestagao, 
com a contribuigao do organismo materno e fetal. O liquido 
amniotico e formado pela placenta, que fornece agua e solutos, 
e outra quantidade de liquido provem da urina e do trato res- 
piratorio do feto, do cordao umbilical, alem do amnion. 

Fungao 

A fungao do liquido amniotico nao se restringe a pro- 
te^ao mecanica do feto. Outras importantes fungoes desse 
fluido sao: manter a temperatura ideal para o feto, permitir a 
circulagao adequada para a troca de agua e compostos orga- 
nicos e inorganicos com a mae, alem de conter proteinas e 
peptidios fundamentals para o processo de desenvolvimento 
do embriao. 

Composiqao 

A composigao do liquido amniotico e semelhante a do 
plasma materno, sendo composto por 98% a 99% de agua, 


e o restante por celulas fetais de diversos tecidos e substan- 
cias bioquimicas produzidas pelo feto. Durante a evolu^ao da 
gestagao, o liquido e absorvido e renovado continuamente, 
e sua composigao se modifica. Um exemplo e o fato de que 
quando o feto comega a urinar, as concentrates de creati- 
nina, acido urico e ureia aumentam e, em contrapartida, as 
concentrates de proteinas e glicose diminuem. 

Pelo fato de haver a deglutigao e inalagao do liquido 
amniotico pelo feto, alem da libera^ao da urina nesse meio, a 
presenga de celulas fetais epiteliais das vias urinaria e digestiva 
pode ser utilizada para algumas analises laboratoriais, inclusi¬ 
ve para estudos citogeneticos. Alem dessas celulas, o liquido 
amniotico contem substancias bioquimicas, que podem ser 
dosadas para avaliar o estado de saude fetal ou sua maturida¬ 
de. Dentre as substancias bioquimicas encontradas no liquido 
amniotico estao: proteinas, eletrolitos, bilirrubina, enzimas, 
hormonios, lipidios e compostos nitrogenados nao proteicos. 
O liquido amniotico tambem contem fatores proinflamato- 
rios (interleucina 6, IL-6, IL-8, IL-lp) e anti-inflamatorios 
(IL-10), alem de diversos fatores de crescimento, que estao 
associados ao desenvolvimento fetal. 

Assim como no plasma, a albumina representa cerca de 
50% a 70% das proteinas totais do liquido amniotico. No en- 
tanto, sua composigao proteica difere aproximadamente 65% 
da composi^ao proteica do plasma. 

Mais de oitocentas proteinas ja foram identificadas no 
liquido amniotico, entre elas a alfafetoproteina, a qual e pro- 
duzida pelo saco vitelinico no inicio da gesta^ao, e, posterior- 
mente, pelo figado e liberada para o liquido amniotico atraves 
da urina fetal. Apesar da fungao ainda pouco conhecida, a 
dosagem da alfafetoproteina e utilizada na identificagao de 
diversas patologias que envolvem o feto. 

Volume 

A produgao de urina e fluido pulmonar fetal e a reab- 
sor^ao pela deglutigao fetal e pelos fluidos intramembranosos 
sao os responsaveis pela manutengao do volume de liquido 
amniotico. A quantidade de liquido aumenta durante a gesta- 
gao, atingindo 1.000 a 2.000 mL durante o terceiro trimestre. 
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No primeiro trimestre, uma pequena quantidade de li- 
quido e proveniente da mae, porem, na metade da gestagao o 
feto inicia a secregao de uma quantidade de agentes surfac- 
tantes para expansao dos pulmoes, acarretando aumento do 
volume do liquido amniotico. E, com o inicio da produgao 
de urina fetal, o feto come^a a deglutir o liquido amniotico, 
regulando seu volume. 

Um acumulo de liquido amniotico acarretando volumes 
superiores a 2.000 mL e denominado poli-hidramnio ou hi- 
dramnio.Essa condi^ao e diagnosticada em 1% das gestagoes e, 
embora cerca de 2/3 dos casos sejam idiopaticos, o restante e 
associado a complicates tais como: disturbios do tubo neu¬ 
ral, anomalias cromossomicas, anomalias gastrointestinais ou 
do sistema nervoso central do feto, infec^oes congenitas, ar- 
ritmias cardiacas, diabetes materno ou gesta^ao multipla. Essas 
associates sao plausiveis, uma vez que anomalias tais como: 
fenda labial (labio leporino), fenda palatina, atresia de esofago 
ou de duodeno promovem uma redugao na deglutigao fetal 
ou falha na absorgao do liquido no trato gastrointestinal do 
feto, e, consequentemente, aumento de volume do liquido 
amniotico. O diabetes materno pode ocasionar aumento da 
produgao de urina fetal, ocasionando tambem poli-hidram¬ 
nio. A sindrome de Bartter pre-natal, nefropatia tubular rara, 
deve ser investigada quando houver poli-hidramnio sem ano- 
malias fetais ou de placenta aparentes. Neste caso, a dosagem 
aumentada de cloretos no liquido amniotico e esperada. 

Quantidades reduzidas de liquido amniotico ou oligo-hi- 
dramnio (volume inferior a 500 mL) podem ser decorrentes 
de deformidades no trato urinario, maior deglutigao fetal, fa- 
lhas nas membranas, redugao do fluxo sanguineo na placenta 
ou por ruptura prematura do amnion. A deficiencia do liqui- 
do amniotico pode causar hipoplasia pulmonar e malforma- 
goes, como consequencia da compressao do feto pelo utero. 

■ AMNIOCENTESE 

Uma amostra do liquido amniotico pode ser obtida atra- 
ves de um procedimento ambulatorial conhecido como am- 
niocentese. Essa tecnica consiste na retirada de uma pequena 
quantidade de liquido amniotico por pungao aspirativa da 
bolsa amniotica. A tecnica mais utilizada e a amniocentese 
transabdominal guiada por ultrassonografia, mas outras tec- 
nicas e procedimentos podem ser utilizados, dependendo da 
preferencia do clinico. 

Indicaqao 

A amniocentese e considerada um procedimento sim¬ 
ples, rapido e seguro, especialmente quando realizada apos a 
14 a semana de gestagao. Ha um pequeno risco de lesao do 
feto com a agulha, que pode causar infecgoes e, mais rara- 
mente, risco de aborto espontaneo. Por esses motivos, a am¬ 
niocentese nao e um procedimento de rotina em todas as 
gestagoes. 

Sua realiza^ao e recomendada para detectar e diagnos- 
ticar determinados defeitos congenitos, doen^as geneticas e 
anomalias cromossomicas em fetos, principalmente se os tes¬ 


tes de triagem gestacional forem anormais. Indicado tambem 
para avaliar a maturidade pulmonar fetal e para diagnosticar e 
monitorar a doenga hemolitica em fetos, causada por incom- 
patibilidade de grupos sanguineos entre mae e feto. 

Para avaliar a presenga de doengas geneticas, anomalias 
cromossomicas e defeitos do tubo neural, a amniocentese e 
indicada entre a 15 a e a 20 a semana de gestagao. Quando hou¬ 
ver risco aumentado ou necessidade de parto prematuro, a 
tecnica pode ser realizada para avaliar a maturidade pulmonar 
fetal, apos a 32 a semana de gestagao. Depois desse periodo 
de gestagao, testes bioquimicos tambem podem ser realizados 
para monitorar os niveis de bilirrubina, quando ha suspeita 
de que a gestante desenvolveu anticorpos contra os antigenos 
das hemacias fetais. Nesse caso, sao feitas medidas repetidas da 
bilirrubina, em geral a cada 14 dias. 

Se houver suspeita de infec^ao congenita (infec^ao 
transmitida da mae para o feto durante a gesta^ao), o liquido 
amniotico pode ser analisado para investigar a presenga do 
microrganismo responsavel pela infec^ao. Os mais comuns 
sao: Citomegalovirus, Toxoplasma gondii, Candida spp, Ureaplas- 
ma spp, Mycoplasma spp, Fusobacterium spp, Streptococcus spp, 
Bacteroides spp e Prevotella spp. 

Coleta e processamento da amostra 

Para realizar a amniocentese, todo o abdomen da mae 
e limpo com gaze esteril embebida em solugao antisseptica 
(clorexidina ou iodopovidina). O clinico utiliza um ultrassom 
para verificar a posi^ao da placenta e do feto dentro do utero 
antes de iniciar o procedimento. Um anestesico local pode 
ser aplicado ou injetado na pele para minimizar o desconfor- 
to materno. Uma agulha fina e inserida atraves da parede ab¬ 
dominal, do utero e da bolsa amniotica para aspirar o liquido 
amniotico (Figura 13.1). 

A quantidade coletada pode variar de 10 a 20 mL (maxi- 
mo 30 mL), em varias seringas, para evitar a contaminagao de 
toda a amostra com sangue materno e celulas. Desta forma, e 
aconselhavel descartar os primeiros 2 ou 3 mL coletados. Ime- 
diatamente apos a coleta, o liquido deve ser aliquotado em tu- 
bos plasticos estereis, e um deles deve ser protegido da luz, para 
a determinagao de bilirrubinas.Tubos de vidro nao sao reco- 
mendados, por promover a adesao das celulas a sua superficie. 

O processamento da amostra de liquido amniotico varia 
conforme o exame solicitado. Em todos os casos, se for ne- 
cessario armazenar a amostra por mais de 24 horas, ela deve 
ser congelada, mas repetidos ciclos de congelamento e des- 
congelamento devem ser evitados. As ah quotas devem ser ho- 
mogeneizadas vigorosamente apos o descongelamento. 

Para a realizagao de testes bioquimicos, a amostra deve 
ser centrifugada (2.000 a 2.500 rpm/10 minutos) para sepa- 
rar completamente as celulas fetais do liquido sobrenadante, 
evitando possiveis interferencias do metabolismo celular. Para 
testes de maturidade pulmonar fetal, a amostra deve perma- 
necer congelada e o teste deve ser realizado em ate 72 ho¬ 
ras. As aliquotas destinadas aos estudos citogeneticos (analises 
cromossomicas e do DNA) devem permanecer em tempera- 
tura ambiente ou incubadas a 37 °C, a fim de manter as ce- 
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Figura 13.1 Ilustraqao esquematica da amniocentese. Com o auxilio de ultrassom, o medico determina o melhor local para puncionar a 
agulha. Uma pequena quantidade do liquido amniotico e aspirada e distribuida em tubos plasticos. As celulas do feto e a parte liquida sao 
separadas por centrifugalao, e a amostra sera processada conforme o teste que sera realizado. 

Fonte: Cintia Marques Vieira. 


lulas vivas e bem conservadas, e centrifugadas a 1.000 rpm/5 
minutos antes das analises especificas. 

■ ANALISE LABORATORIAL DO LIQUIDO 
AMNIOTICO 

Diversos exames podem ser realizados com o liquido 
amniotico para avaliar o estado de saude do feto. Com base 
na fmalidade dos exames, eles podem ser divididos em: 1) 
testes para diagnostico pre-natal de anomalias cromossomicas, 
disturbios geneticos e defeitos congenitos; 2) testes de sofri- 
mento fetal; e 3) testes de maturidade fetal. 

Exame fisico 

O liquido amniotico normal e incolor ou branco-ama- 
relado e apresenta um aspecto ligeiramente turvo em virtude 
da sua celularidade. O aspecto do liquido vai modificando no 
decorrer da gestagao, sendo claro e sem grumos no inicio da 
gestagao (menos de 12 semanas de gestagao), passando a opa- 
co e com grumos a partir da 36 a semana de gestagao. 

Alteragoes na cor do liquido amniotico podem indicar 
problemas com o feto. Uma cor amarelo-escuro esta associa- 
da a presenqa de bilirrubina, indicativa de lise eritrocitaria, e, 
consequentemente, de doenga hemolitica do recem-nato por 
incompatibilidade de grupos sanguineos ABO e Rh. Uma 
coloraqao verde-escuro pode ser resultante da primeira eva- 
cuagao do feto, denominada meconio. A aspiragao de grandes 
quantidades de meconio pelo feto, durante a deglutiqao do 
liquido amniotico, pode ser preocupante. 

O sangue confere uma coloragao rosada ou vermelha ao 
liquido amniotico, e sua presenga pode ser resultado de uma 
pungao traumatica, de um trauma abdominal ou de hemor- 


ragia fetal. A origem do sangue pode ser determinada com 
a realizagao do teste de Kleihauer-Betke, que identifica he- 
moglobina fetal. Liquido amniotico de cor castanho-escuro 
pode indicar morte fetal. 

Exames citologicos microscopicos 

A pesquisa de celulas orangiofilas pelo emprego do co- 
rante azul de nilo (tambem denominada indice citolipidico) 
pode auxiliar na identificaqao do grau de maturidade fetal. 
Essa tecnica consiste na mistura de uma gota do liquido am¬ 
niotico com uma gota de sulfato azul de nilo a 0,1%, homo- 
geneizagao e leitura em microscopio otico comum. As celulas 
da superficie queratinizada do epitelio, ricas em gorduras, co- 
ram-se de laranja, sendo denominadas celulas orangiofilas. O 
numero de celulas aumenta com a maturidade da pele fetal: 
ate a 34 a semana de gestaqao, menos de 1% de celulas oran- 
giofilas sao encontradas; entre a 34 a e 38 a semana observa-se 
1% a 10% dessas celulas; entre a 38 a e 40 a semana, de 10% a 
40%; e, acima de 40 semanas, mais de 40% de celulas orangio- 
filas sao encontradas no liquido amniotico. 

Testes para anomalias cromossomicas, disturbios 
geneticos e defeitos congenitos 

Analise cromossomica ou cariotipo 

As anomalias cromossomicas associadas a diversos dis¬ 
turbios sao investigadas por exame citogenetico denominado 
analise cromossomica ou cariotipo. Cariotipo e um conjunto 
diploide de cromossomos das celulas somaticas de um orga- 
nismo. Seres humanos possuem 46 cromossomos, agrupados 
em 23 pares, sendo 22 pares autossomicos e um par alosso- 
mico sexual, o qual diferencia o genero de um organismo em 
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masculino e feminino. A analise do cariotipo serve para iden- 
tificar cromossomos com alteragoes numericas e/ou estrutu- 
rais. Como resultado da analise dos cromossomos, o sexo do 
feto pode ser determinado. 

Diversas anomalias cromossomicas podem ser identifica- 
das, entre elas: 

■ Smdrome de Down ou Trissomia 21: ocasionada 
pela presenga de um cromossomo 21 extra. 

■ Smdrome de Klinefelter: causada por um cromosso¬ 
mo X extra. E a anomalia de cromossomos sexuais mais 
comum no sexo masculino. 

■ Smdrome de Turner: causada pela ausencia de um 
cromossomo X em individuos do sexo feminino. 

■ Smdrome de Edwards ou Trissomia 18: causada 
pela presenga de um cromossomo 18 extra, e associada a 
retardo mental grave. 

■ Smdrome de Patau ou Trissomia 13: causada por 
um cromossomo 13 extra. 

E indiscutivel a importancia da analise cromossomica na 
determinagao de anomalias, mas o exame pode nao detectar 
100% das altera^oes. Uma sele^ao clonal em celulas do liquido 
amniotico obtidas de cultura, assim como anomalias pos-zi- 
goticas nao visiveis de forma homogenea em todos os tecidos 
fetais podem impedir a identificagao de algumas anomalias. 

Testes geneticos 

Doen^as geneticas e hereditarias sao pesquisadas atraves da 
analise genetica ou molecular do liquido amniotico. O DNA 
fetal e analisado para que mutagoes geneticas especificas pos- 
sam ser identificadas. Os testes geneticos podem ser solicitados 
com base no historico familiar e pessoal dos pais. Devem ser 
realizados entre a 15 a e 20 a semana de gestagao quando: 

■ A gestante tiver idade avangada. 

■ Foi detectada uma anomalia na ultrassonografia fetal. 

■ Houver historia familiar de um disturbio genetico especifico, 
ou um ou ambos os pais tiverem um disturbio hereditario. 

■ A gestante apresentar uma anomalia na triagem pre- 
-natal do primeiro trimestre ou na triagem pre-natal do 
segundo trimestre, como aumento ou diminuigao dos 
niveis de alfafetoproteina. 

■ Outra crianga da mesma mae apresentar anomalia cro¬ 
mossomica ou defeito congenito. 

Testes para defeitos congenitos 

Defeitos do tubo neural, como a espinha bifida e a anen- 
cefalia, podem acarretar aumento da concentra^ao de subs- 
tancias tais como alfafetoproteina e acetilcolinesterase no 
liquido amniotico. 

Alfafetoproteina 

A alfafetoproteina e a principal proteina produzida pelo 
figado do feto no inicio da gesta^ao, com pico entre a 16 a e 
a 18 a semana. Suas concentrates vao declinando ate o final 


da gestagao se o desenvolvimento fetal for normal. A alfafe¬ 
toproteina e secretada na urina fetal, podendo ser dosada no 
liquido amniotico, e tambem pode ser encontrada no soro 
materno, devido a circula^ao compartilhada entre mae e feto. 

No caso de defeitos no tubo neural, a pele do feto nao 
fecha sobre o tecido neural, e quantidades elevadas de al¬ 
fafetoproteina sao encontradas no liquido amniotico e no 
soro materno. Sua dosagem no liquido amniotico e indicada 
quando ha historico familiar de defeito do tubo neural ou 
as concentrates no soro materno estao muito aumentadas. 

Em caso de gestagoes multiplas, ha aumento significativo na 
concentracao de alfafetoproteina. Concentrates elevadas tam¬ 
bem estao presentes em outras malformacoes (defeitos da parede 
abdominal, obstruQo urinaria e outras anomalias renais, defeitos 
de osteogenese, defeitos congenitos de pele), na smdrome de 
Turner, em casos de obstrucao esofagica ou intestinal, e necrose 
hepatica. Concentrates diminuidas podem indicar trissomias 
cromossomicas, como smdrome de Down, doenga trofoblastica 
gestacional, morte fetal e aumento do peso materno. 

Acetilcolinesterase 

Quando as concentrates de alfafetoproteina estao au¬ 
mentadas no liquido amniotico e recomendada a determi- 
nagao da acetilcolinesterase amniotica. Sua concentragao 
aumenta na presen^a de defeitos do tubo neural e de outras 
anomalias anatomicas. E mais especifica que a alfafetoproteina, 
mas a presenga de sangue no liquido amniotico prejudica sua 
determinagao, ja que ela tambem esta presente nas hemacias. 

Testes de sofrimento fetal 

O sofrimento fetal pode ser causado por diversas compli¬ 
cates obstetricas, tais como: infect es, sin drome da angustia 
respiratoria do recem-nascido (SAR) e doenga hemolitica 
do recem-nato ou eritroblastose fetal. Essas condigoes po¬ 
dem causar parto prematuro e aborto espontaneo. As ja ci- 
tadas variates de cor do liquido amniotico podem indicar 
sofrimento e ate mesmo obito fetal. Alem de exames fisicos, 
outros exames tambem sao usados para detectar ou monito- 
rar o sofrimento fetal. 

Infectes podem ser detectadas pela coloragao de Gram 
do material, cultura e testes moleculares. A SAR, causa mais 
comum de obito em prematuros, pode ser prevista pela anali¬ 
se dos niveis de surfactantes pulmonares (vejaTeste de matu- 
ridade pulmonar fetal). E a anemia hemolitica e usualmente 
avaliada pela determinagao de bilirrubinas no liquido. 

Bilirrubina 

A doenga hemolitica do recem-nato ou eritroblastose 
fetal acontece quando a mae desenvolve anticorpos contra 
antigenos da hemacia do feto. Frequentemente, os anticorpos 
produzidos sao contra o fator Rh (D) fetal, mas anticorpos 
contra os grupos sanguineos ABO tambem podem desenca- 
dear a destruigao das hemacias. 

A produgao desses anticorpos geralmente acontece por- 
que a gestante foi exposta, em uma gestagao anterior ou 
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durante uma transfusao sanguinea, a antigenos de hemacias 
diferentes daqueles presentes em suas proprias hemacias. Em 
uma gestagao posterior, se as hemacias do feto tiverem esses 
antigenos, herdados do pai, havera incompatibilidade mater- 
no-fetal e os anticorpos da mae poderao destruir as hemacias 
fetais, provocando a anemia hemolitica do recem-nato. 

A bilirrubina e um produto da degradagao do heme, gru- 
po prostetico da hemoglobina. Na anemia hemolitica, grandes 
quantidades de heme sao liberadas, e, consequentemente, ha¬ 
vera a formagao de grandes quantidades de bilirrubina indireta 
ou nao conjugada, que estarao presentes no liquido amniotico. 

Em 1961, Liley propos o uso da analise espectral do li¬ 
quido amniotico para verificar a quantidade de bilirrubina 
fetal e assim predizer a gravidade da doenga hemolitica do 
recem-nato. A determinagao da bilirrubina no liquido am¬ 
niotico pode ser feita a partir da 25- semana de gestagao, para 
avaliar a gravidade da anemia hemolitica do feto. 

A quantifica^ao da bilirrubina no liquido amniotico e 
feita por analise espectrofotometrica, em que a densidade otica 
(DO) do liquido e medida entre 365 e 550 nm. Em 450 nm 
ha um aumento na DO, ja que e nesse comprimento de onda 
que ocorre maxima absorgao da bilirrubina. Esse metodo e 
tambem conhecido como varia^ao ou 8 da densidade otica 
em 450 nm (ADO450). Os resultados sao plotados em papel 
semilogaritmico. Em um liquido amniotico normal a DO e 
maior em 365 nm, e vai reduzindo linearmente em 550 nm 
(Figura 13.2). 


Pico de Pico de 



Figura 13.2 Varredura espectrofotometrica da bilirrubina em liquido 
amniotico. A diferenca entre a DO do padrao normal e a DO em 450 
nm (ADO450) representa a concentrapao de bilirrubina no liquido am¬ 
niotico. O desvio da curva em relacao a linha reta verde em 450 nm e di- 
retamente proporcional a quantidade de bilirrubina. A oxi-hemoglobina 
e um contaminante e corresponde ao ADO410. Esse interferente pode 
ser eliminado com a centrifugapao do liquido amniotico. 

Fonte: Adaptada de Strasinger SK, Di Lorenzo MS., 2008. 

A diferenga de DO encontrada e plotada no grafico de Li¬ 
ley para determinar a severidade da anemia do feto (Figura 13.3). 



20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 


Idade gestacional em semanas 


Figura 13.3 Exemplo de grafico ou curva de Liley. O grafico e dividido em tres zonas: resultados dentro da zona I indicam anemia hemolitica 
ausente ou leve; resultados dentro da zona II indicam doenpa moderada, o feto deve ser monitorado a cada uma ou duas semanas; e resultados 
acima da zona II indicam comprometimento severo do feto, o que pode requerer interven^ao como transfusao intrauterina ou parto. 

Fonte : Adaptada de Strasinger SK, Di Lorenzo MS., 2008. 
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Nao ha um metodo padronizado para a determinate* da 
bilirrubina no bquido amniotico pela variagao da DO. Mui- 
tos laboratories nao utilizam o metodo originalmente des- 
crito por Liley. Essas variagoes metodologicas nao interferem 
significativamente nos resultados, no entanto, e importante 
lembrar que metodos que utilizam extra^ao com clorofor- 
mio podem dar resultados inferiores quando comparados as 
demais metodologias. E o uso da escala linear em substituigao 
da logaritmica tambem pode fornecer resultados mais baixos. 

Embora a determinagao seriada da varia^ao da DO a 
450 nm (ADO450) seja o metodo mais comum para avaliar a 
severidade da doenga hemobtica, a ultrassonografia Doppler 
ou Dopplervelocimetrica da arteria cerebral media e um me¬ 
todo nao invasivo, que pode ser utilizado para essa fmalidade 
com resultados semelhantes. 

Testes de maturidade pulmonar fetal 

Os testes para avaliar a maturidade pulmonar fetal sao 
feitos quando uma gestante tern risco elevado de parto pre- 
maturo ou quando um parto prematuro e necessario para 
preservar a saude da mae ou do recem-nato. Os exames se 
baseiam na determinagao de substancias que normalmente 
estao presentes nos pulmoes maduros do feto, revestindo os 
alveolos. Elas funcionam como detergentes, mantendo a ten- 
sao superficial dos alveolos reduzida, permitindo que inflem 
com o ar, e impedindo que colabem durante a inspiragao e 
expira^ao fetal. Essas substancias sao denominadas surfactan- 
tes pulmonares. Se houver um nivel insuficiente de surfactan- 
te, o recem-nascido pode desenvolver a sindrome da angustia 
respiratoria, com risco de vida. 

Os componentes surfactantes presentes no bquido am¬ 
niotico variam, dependendo da maturidade pulmonar do 
feto. Podem estar presentes fosfolipidios, incluindo lecitina, 
esfmgomielina, fosfatidilglicerol, fosfatidillinositol e fosfatidi- 
letanolamina, alem de enzimas da via dos fosfolipidios, corpos 
lamelares e apolipoproteinas especificas do pulmao. 

Os exames laboratoriais mais utilizados para avaliar a 
maturidade pulmonar fetal avaliam a presenga desses surfac¬ 
tantes no bquido amniotico, e sao divididos em: a) metodos 
bioquimicos para determinar surfactantes (relagao lecitina/ 
esfmgomielina, relagao lecitina saturada/lecitina total, deter- 
mina^ao de fosfatidilglicerol, e palmitato/estearato);b) meto¬ 
dos biofisicos (teste de estabilidade da espuma ou de agitagao, 
contagem de corpos lamelares); e c) testes indiretos (atividade 
tromboplastica, teste da fluorescencia polarizada, e densidade 
otica a 650 nm). A relagao lecitina/esfmgomielina e a do- 
sagem de fosfatidilglicerol sao considerados os exames mais 
recomendados para avaliar a maturidade pulmonar fetal. 

Relagao lecitina/esfingomielina (L/E) 

A lecitina e o principal fosfolipidio surfactante pulmo¬ 
nar, e juntamente com a esfmgomielina sao produzidas em 
quantidades relativamente iguais ate a 32 a ou 33 a semana de 
gestagao. Apos esse periodo, ha um aumento significativo na 
produgao de lecitina e redugao da esfmgomielina. A relagao 


entre esses dois componentes do surfactante pode ser utiliza- 
da para avaliar a maturidade pulmonar. Apos a 35 a semana de 
gestagao, uma relagao L/E >2,0 indica maturidade pulmonar. 
Valores inferiores a 1,6 refletem a baixa quantidade de leciti¬ 
na, e, consequentemente, a possibilidade de colapso pulmonar 
no caso de parto prematuro. 

A idade gestacional pode ser um preditor independente 
de SAR. Acima de 38 semanas, a SAR e rara, mesmo com re- 
lagao L/E abaixo de 1,6. E, contrariamente, uma relagao L/E 
> 2,0 a probabilidade de ocorrer SAR pode ser alta, variando 
de 25% na 34 a semana, a 95% na 26 a semana. A rela^ao L/E 
tambem nao apresenta boa correla^ao com a maturidade pul¬ 
monar quando a mae tern alguma condigao patologica que 
acelere ou retarde a maturagao fetal. 

A quantificagao da lecitina e da esfmgomielina e feita por 
cromatografia em camada delgada, que apresenta um elevado 
coeficiente de variagao anabtica. A migra^ao e assegurada por 
uma mistura de solventes polares (cloroformio - metanol - 
agua), que separa os diferentes lipidios. Sangue e meconio no 
bquido amniotico sao interferentes que podem causar resul¬ 
tados falsamente elevados. A determinagao de outro fosfoli- 
pidio surfactante, o fosfatidilglicerol, pode ser uma alternativa 
com melhor custo-beneficio. 

Determinapao de fosfatidilglicerol 

A produgao de fosfatidilglicerol acompanha a da lecitina 
e da esfmgomielina, indicando maturidade pulmonar fetal. 
Nos casos de gestantes com diabetes, sua produgao pode re- 
tardar; a relagao L/E pode estar dentro do esperado (> 2,0), 
mas o pulmao do feto ainda pode nao estar maduro. 

Metodos enzimaticos, imunologicos e cromatografi- 
cos podem ser empregados para a determina^ao de fos- 
fatidilglicerol. A cromatografia em camada delgada e o 
metodo mais utilizado, mas requer infraestrutura. Ja o 
metodo imunologico Amniostat-FLM (Irvine Scientific, 
Santa Ana, CA), que utiliza anticorpos especificos contra 
fosfatidilglicerol, e mais rapido e nao e afetado pela pre- 
senga de sangue e meconio. 

Teste de agitagao ou estabilidade da espuma 

Tambem conhecido como Shake test ou teste de Cle¬ 
ments, e um teste de triagem para determina^ao de surfac¬ 
tante pulmonar no bquido amniotico. O teste fundamenta-se 
na capacidade dos fosfolipidios de reduzir a tensao superficial 
do bquido amniotico e formar bolhas, mesmo na presenga 
de alcool, que e um agente antiespumante. Uma parte de 
bquido amniotico e misturada com uma parte igual de etanol 
a 95%, agitado vigorosamente por 15 segundos e deixado 
em repouso por 15 minutos. Apos esse periodo, se houverem 
bolhas presentes e indicativo de quantidade suficiente de fos- 
folipidios no bquido amniotico. 

O teste de estabilidade da espuma e uma variagao do teste 
de agitagao. Neste teste, 0,5 mL de bquido amniotico deve 
ser adicionado em 3 tubos contendo 0,5 mL de etanol com 
concentrates de 25%, 50% e 75%, respectivamente. Os tu- 
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bos sao agitados durante 15 segundos e deixados em repouso 
por 15 minutos, para entao ser analisada a presenga de espuma 
continua na borda dos tubos. E indicativo de maturidade fetal 
a presenga de espuma estavel na borda dos 3 tubos. A presenga 
de espuma estavel apenas no tubo 1 indica imaturidade fetal e 
a persistencia nos tubos 1 e 2 sugere maturidade intermediaria. 
Esse procedimento fornece uma medida semiquantitativa da 
quantidade de surfactante presente no liquido. Embora a sensi- 
bilidade deste teste seja de 98% a 100%, a sua especificidade e 
85%. Sangue e meconio tambem reduzem a tensao superficial 
do liquido, dando resultados falsamente elevados. 

Contagem de corpos lamelares 

Os corpos lamelares sao estruturas fosfolipidicas que arma- 
zenam os surfactantes produzidos e secretados pelos pneumo- 
citos fetais tipo II. Eles sao formados a partir de vinte semanas 
de gestagao e chegam ao liquido amniotico pelos movimentos 
respiratorios do feto. Portanto, o numero de corpos lamelares 
presentes no liquido corresponde a quantidade de fosfolipidios 
presentes no pulmao do feto, e, consequentemente, o grau de 
maturidade fetal. Por volta do terceiro trimestre de gestagao, a 
contagem de corpos lamelares atinge 50 mil a 200 mil corpos 
lamelares/mL de liquido amniotico. 

Uma vez que o tamanho dos corpos lamelares e seme- 
lhante ao tamanho de uma plaqueta, eles podem ser facilmen- 
te quantificados atraves do canal de contagem de plaquetas 
dos analisadores hematologicos. Tem-se considerado 35 mil 
corpos lamelares/mL de liquido, um valor de corte para ca- 
racterizar maturidade pulmonar fetal. No entanto, como cada 
analisador utiliza um principio de contagem de plaquetas, os 
valores de corte podem variar. 

A tecnica manual consiste em centrifugar o liquido am¬ 
niotico a 1.500 rpm/10 minutos e determinar a DO do so- 
brenadante em 650 nm. Nesse comprimento de onda, uma 
DO de 0,150 ou mais corresponderia a uma relagao lecitina/ 
esfmgomielina > 2,0, e indicaria a presenqa de fosfatidilglice- 
rol. O meconio causa interference discreta na determinagao 
dos corpos lamelares por esta metodologia. 

Teste da fluorescencia polarizada 

Os surfactantes reduzem a microviscosidade do liquido am¬ 
niotico. Essa redugao pode ser detectada atraves do ensaio TDx- 
-FLM II (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL). O teste avalia a 
relagao surfactante/albumina (onde a albumina atua como pa- 
drao interno, pois sua concentraqao e constante durante toda a 
gesta^ao), e a polarizagao fluorescente desses dois componentes. 

Um corante fluorescente se liga aos surfactantes e tam¬ 
bem a albumina presentes no liquido amniotico. Quando 
ligado ao surfactante, o corante exibe um tempo de fluores¬ 
cencia longa e baixa polarizagao; e, quando ligado a albumina, 
a fluorescencia e curta e a polarizagao e alta. Quanto maior 
a intensidade da polarizagao fluorescente, menor e a quanti¬ 
dade de surfactante, e, consequentemente, mais imaturo esta 
o pulmao do feto. 


As mudangas registradas na polarizagao fornecem uma 
rela^ao surfactante/albumina, que e comparada com uma 
curva de calibragao, padrao que varia de 0 a 160 mg/g de 
fosfatidilglicerol. Valores < 39 mg/g refletem imaturidade 
pulmonar. Outros ensaios substituirao a fluorescencia polari¬ 
zada para determinagao da maturidade pulmonar fetal, ja que 
o fabricante pretende descontinua-lo. 

■ CONSIDERAgOES SOBRE A ANALISE 
LABORATORIAL DO LIQUIDO AMNIOTICO 

Os resultados da analise do liquido amniotico podem nao 
condizer com o estado geral de saude do recem-nato. Exis- 
te uma pequena porcentagem de resultados falso-positivos ou 
negativos, o que significa que resultados nor mais nao excluem 
todas as complicates que podem acometer o feto, assim como 
resultados alterados podem aparecer em fetos saudaveis. 

A presenga de altas concentrates de alfafetoproteina e 
um indicativo de defeitos do tubo neural. E possivel reduzir 
o risco desses defeitos com suplementa^ao de acido folico 
durante a gesta^ao. 

O aumento da concentragao de bilirrubina no liquido 
amniotico indica doenqa hemolitica do recem-nato, que 
pode ser evitada com a administra^ao de imunoglobulina 
anti-RH na gestante logo apos o parto. 

A analise de surfactantes reflete a maturidade pulmonar 
fetal, que quando estao em baixas concentrates de surfac¬ 
tantes mostram que os pulmoes do feto ainda nao amadure- 
ceram. Neste caso, o medico pode tentar adiar o parto para 
permitir o desenvolvimento pulmonar. 

Ja os defeitos geneticos e cromossomicos nao podem ser 
evitados. Se alguma anomalia cromossomica ou algum defei- 
to genetico forem detectados, provavelmente o recem-nato 
tera a condigao clinica associada. A gestante deve discutir os 
resultados de seus exames com o seu medico e, em alguns 
casos, e recomendado aconselhamento genetico. 
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■ LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO 
Introdugao 

A analise do liquido cefalorraquidiano (LCR) e uma 
ferramenta fundamental para a obtengao de informagoes 
diagnosticas relevantes para uma serie de doengas do sistema 
nervoso (Ennis; Keep, 2006; Weaver et al., 2004; Johanson et 
al., 2008). Como esta em contato intimo com o parenquima 
encefalico e a medula espinhal, sua investigagao traz impor- 
tantes informagoes sobre alteragoes no microambiente neu¬ 
ronal. O LCR pode ser considerado, de certa forma, uma 
biopsia liquida do cerebro. Do ponto de vista diagnostico, sua 
coleta esta indicada em processos infecciosos e nao infeccio- 
sos no SNC. O objetivo deste capitulo e fornecer uma visao 
atual e contemporanea da analise do LCR para profissionais 
de laboratorio, clinicos e todos aqueles que se interessam pela 
interpretagao do LCR. 

Historia 

A presenga de um fluido no interior da cavidade cere¬ 
bral e conhecida desde tempos remotos. No seculo IV a.C. 
o pai da Medicina, Hipocrates, registrou a presenga de um 
fluido dentro do cerebro e tambem realizou a primeira pun- 
gao ventricular post mortem em um paciente com hidrocefalia. 
Contudo, somente no inicio do seculo XIX comegaram as 
primeiras analises sistematicas do liquido cefalorraquidiano 
(LCR). Ao medico frances Frangois Magendie (1783-1855) 
e creditado o nome liquide cerebrospinal por meio de seu 
trabalho, que estabeleceu a existencia de uma comunicagao 
ventricular para o espago subaracnoide. Em 1855, o ana- 
tomista alemao Hubert von Luschka (1820-1875) descreveu 
detalhadamente os ventriculos cerebrais, os espagos subarac- 
noides, o LCR e o plexo coroide. Ele tambem aplicou tecni- 
cas experimentais para determinar os aspectos dinamicos do 
LCR. Em 1875, Axel Key e Gustaf Retzius fizeram descri- 
goes detalhadas das membranas e das cavidades do interior do 
cerebro e da medula espinhal. Com o emprego de corantes, 
eles estabeleceram que o LCR fluia dos ventriculos para o 


espago subaracnoide por meio de pulsagoes do plexo coroi¬ 
de que impulsionavam o LCR ate ser absorvido pelas gra- 
nulagoes aracnoides para dentro dos seios venosos. Tambem 
confirmaram a existencia do forame lateral de Luschka e do 
forame medial de Magendie os quais, somados ao forame de 
Monro e do aqueduto de Sylvius, possibilitam a circulagao e 
a distribuigao do LCR entre os ventriculos e destes para o 
espago subaracnoide que envolve o cerebro e a medula espi¬ 
nhal. A Heinrich Irenaus Quincke foi creditada a realizagao 
da pungao lombar (PL) em 1891 assim como sua introdugao 
na pratica clinica para fins diagnosticos. No comego do se¬ 
culo XX muitos trabalhos foram realizados para descrever as 
caracteristicas do LCR em varias doengas. Muitos dos rela- 
tos clinicos sobre LCR publicados antes da Segunda Guerra 
Mundial foram sobre neurosifilis, meningite bacteriana agu- 
da e tuberculosa, e a enfase nessas doengas impactou enor- 
memente na analise de rotina realizada nos dias atuais (Key; 
Retzius, 1873; Albright Jr, 1991; Frederiks; Koehler, 1997). A 
evolugao do estudo do LCR no Brasil e revisada por Livra- 
mento e Machado (2013). 

■ FORMAgAO, CIRCULAR AO, FUNgOES E 
coMPOSigAo 

O LCR e um fluido corporal esteril e de aparencia clara 
que ocupa o espago subaracnoide, situado entre as membra¬ 
nas aracnoide e pia mater e circula pelos hemisferios cerebrais 
e medula espinhal. O LCR e um fluido cristalino esteril pro- 
duzido pelas celulas do plexo coroide dos ventriculos late¬ 
rals do cerebro e em menor proporgao pelo plexo coroide 
do terceiro e do quarto ventriculos cerebrais. Uma pequena 
parte e produzida em locais extracoroidais, como o epite- 
lio ependimario dos ventriculos e o espago subaracnoide 
cerebral. A produgao e realizada de duas maneiras, onde na 
primeira observa-se filtragao passiva do sangue pelo endo- 
telio capilar coroidal, que e o tecido que constitui o plexo 
coroide, e que e diretamente proporcional ao gradiente en¬ 
tre a pressao hidrostatica do sangue e do fluido intersticial 
coroide. Ja na segunda maneira, que e modulada neuroen- 
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docrina e hormonalmente, ocorre um processo de secregao 
ativa pelo epitelio colunar ependimario simples e secretor 
dos ventriculos que envolve bombas transportadoras, canais 
ionicos e aquaporinas. O LCR e reabsorvido para a correla¬ 
te circulatoria por meio das granulates aracnoides, que sao 
evaginagoes da membrana aracnoide compostas por celulas 
endoteliais especializadas e que estao associadas aos seios 
venosos, representando a interface entre o sangue o LCR 
(Johanson et al., 2008; OSHIO et d., 2005; Weaver et al., 2003; 
Torzewski et al, 2008; Galagan et al., 2006; Blomberg et al, 
2012; Hussong; Kjeldsberg, 2015). 

O fluxo do LCR e pulsatil e essa pulsagao depende da 
hemodinamica arterial no plexo coroide. Esse fluxo ocorre 
dos ventriculos laterals, passando pelo orificio de Monro, para 
o terceiro, descendo, em seguida ao quarto ventriculo, atraves 
do aqueduto de Sylvius. Do quarto ventriculo, passando pelos 
forames de Magendie e Luschka, segue ate as cisternas basais 
e, posteriormente, aos espa^os subaracnoides espinhal e cor¬ 
tical. Alem da macrocirculagao atraves do espago ventricular 
subaracnoide, ha uma limitada micro circulate que segue do 
espago subaracnoide ate o espago subpial de Virchow-Robin 
que, por sua vez, permite a eliminate de parte do LCR 
presente no cerebro por vias de drenagem. A eliminate ou 
reabsorgao do LCR do SNC ocorre principalmente por des- 
vios existentes no espago subaracnoide, predominantemente 
ao longo do seio sagital superior, chamados de vilosidades 
aracnoides, as quais cercam nervos cranianos. A eliminate 
do LCR tambem ocorre pela placa cribriforme, ocasionando, 
assim, o retorno do LCR para a circulate venosa.Todo este 
trajeto exige aproximadamente 1 hora para ser completado e 
o fluxo e mais rapido no sentido da gravidade (Egnor et al, 
2002; Stoquart-Elsankari et al, 2007; Johanson et al ., 2008; 
Rennels et al., 1990; Proescholdt et al., 2000;Torzewski et al, 
2008; Boulton et al., 1999; Zakharov et al., 2004; Luedemann 
et al., 2002; Miyajima; ARAI, 2015). 

Fungoes do LCR 

O LCR apresenta varias fun^oes como suporte fisico, 
fornecimento de nutrientes essenciais ao cerebro, a remo- 
gao de produtos da atividade catabolica neuronal do SNC, a 
prote^ao mecanica das celulas cerebrais onde atua como um 
amortecedor para o cortex cerebral e a medula espinhal, alem 
de ser um veiculo de transporte de substancias biologicamen- 
te ativas, principalmente no sistema hipotalamo hipofisario 
(Jones, 2006; Skipor;Thierry, 2008;Johanson et al., 2008; Re- 
dzic et al., 2005; Silverberg et al., 2001). 

■ COLETA DO UQUIDO CEFALORRAQUIDIANO 
E CUIDADOS PRE-ANAUTICOS 

Locais de coleta da amostra 

A coleta de LCR e um procedimento medico invasivo, 
realizada apos a assinatura do Ter mo de Consentimento Livre 
e Esclarecido (TCLE) pelo paciente ou por seu representante 


legal, de acordo com a Resolute n° 196 do Conselho Na- 
cional de Saude (CNS), de 10 de outubro de 1996 (SOH- 
LER et al., 2002). A coleta de LCR deve ser realizada por 
medico devidamente treinado. 

O local de coleta e preferencialmente a regiao lombar, 
mas pode ser feita em outros locais como suboccipital ou cis¬ 
ternal, ventricular (procedimento neurocirurgico ou crian- 
gas com fontanela aberta ate aproximadamente 1 ano e meio 
de idade) e cervical lateral (Fishman, 1992; Puccioni-Sohler 
et al., 2002). 

Indicates para coleta e analise de LCR 

A coleta de LCR esta indicada nos processos infeccio- 
sos do sistema nervoso e seus envoltorios; processos granulo- 
matosos com imagem inespecifica; doen^as desmielinizantes; 
estadiamento e tratamento de leucemias e linfomas, e profi- 
laxia de envolvimento do SNC; imunodeficiencias; processos 
infecciosos com foco nao identificado; hemorragia subarac- 
noidea; diagnostico e avaliagao prognostica de hidrocefalia 
de pressao normal (tap test). Como tratamento, a pungao 
lombar esta indicada para aplicagao de medicate intratecal 
para profilaxia do SNC nas leucemias e linfomas; tratamen¬ 
to da hipertensao intracraniana por pungao repetida no caso 
de meningite por Cryptococcus spp. (Amercian Academy Of 
Neurology, 2005). 

Contraindicapoes para coleta de LCR 

A pungao liquorica eletiva deve ser realizada sempre apos 
a realizagao de um exame de imagem por tomografia axial 
computadorizada ou ressonancia nuclear magnetica. Exce^ao 
sao os casos com suspeita de meningite bacteriana aguda. 

Todas as contraindicates para coleta de LCR sao relati- 
vas. A contraindicagao mais importante para a coleta de LCR 
e a presenga de hipertensao intracraniana principalmente re- 
lacionada com lesoes ocupando espago. 

Infec£oes locais da pele ou presenga de escaras no lo¬ 
cal de pungao podem ser contraindicates para realizar uma 
pungao de LCR, e outro nivel da coluna lombar pode ser 
utilizado para o procedimento (Engelborghs et al., 2017). 

Coagulopatias, diateses hemorragica e o uso de medicagao 
anticoagulante sao contraindicates relativas e devem ser cor- 
rigidas antes da pungao lombar. Caso haja historia ou suspeita 
clinica, o estado de coagulagao do paciente (RNI <1,5) e a 
contagem de plaquetas (> 40 x 10 3 /pL) devem ser verificados 
por meio de exame laboratorial recente antes da pungao. 

Cuidados pre-analiticos na coleta de LCR 

O LCR deve ser coletado em tubos estereis, sem anti¬ 
coagulante, em no minimo tres tubos devidamente identifi- 
cados. A identifica^ao do material deve conter nome, numero 
de registro do paciente e a data da coleta. O local da coleta 
de LCR deve ser registrado na requisigao, uma vez que os va- 
lores de referenda dos parametros citologicos e bioquimicos 
variam de acordo com o local da pungao (Fishman, 1992). 
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A amostra do primeiro tubo deve ser encaminhada para 
analises bioquimicas e sorologicas; o segundo tubo sera utili- 
zado para os exames microbiologicos, e o terceiro tubo des- 
tina-se as contagens celulares devido a menor probabilidade 
de conter celulas sanguineas, introduzidas acidentalmente no 
momento da pungao. Tubos adicionais podem ser coletados 
para microbiologia ou outros teses. No caso de amostras en- 
caminhadas para bacteriologia, coletar em tubos de transpor- 
te com Agar chocolate. 

A Tabela 14.1 mostra os tubos de coleta do LCR e os 
requisitos das amostras, respectivamente. 

O sobrenadante do LCR apos as analises nao deve ser 
descartado e pode ser utilizado para analise bioquimica ou 
sorologias, e pode ser congelado para analises futuras. 

Nos casos em que a amostra tenha sido coletada em ape- 
nas um unico tubo, este deve ser enviado primeiramente para 
o Laboratorio de Microbiologia, em seguida ao Laboratorio 
de Hematologia e, por fim, ao Laboratorio de Imunoquimica. 

Amostras para realizagao de metodos de biologia mole¬ 
cular devem ser coletadas em tubos estereis livres de enzimas 
que possam destruir o material nucleico (DNAse ou RNAse). 

A amostra recem-colhida de LCR deve chegar ao labo¬ 
ratorio o mais rapido possivel para que os testes sejam reali- 
zados, idealmente, em carater de urgencia. Apos 2 horas pode 
ocorrer degradagao ou altera^oes morfologicas de hemacias, 
leucocitos e outros tipos celulares, alem de diminuigao da 
glicose, aumento na concentra^ao das proteinas e de bacte- 
rias. Caso as analises nao possam ser realizadas imediatamente, 
para a analise citologica a temperatura de armazenamento do 
LCR deve estar entre 5°C e 12°C para minimizar danos as 
celulas, mas nao congeladas. Temperaturas muito baixas po¬ 


dem conduzir a lise pelo frio, enquanto que temperaturas 
mais altas aceleram mecanismos catabolicos, degenerando as 
celulas. Para as analises imunoquimicas as amostras podem ser 
congeladas; para as analises microbiologicas os tubos devem 
permanecer em temperatura ambiente. Amostras refrigeradas 
nao sao recomendadas para cultura de microrganismos pois 
as bacterias fastidiosas como Haemophilus influenza e Neisseria 
meningitidis nao sobrevivem a baixas temperaturas (HENRY, 
2008; MELO et al, 2003;Torzewski et al, 2008; Comar et al, 
2009; Strasinger; Di Lorenzo, 2009). 

Volume de LCR a ser coletado 

O volume de LCR que pode ser removido baseia-se 
no volume total disponivel e difere no paciente adulto ou 
recem-nato. O volume total e de 100 a 250 mL em adultos, 
em recem-natos e de 6 a 60 mL. O volume de LCR normal 
em criangas acima de um ano de idade e considerado proxi¬ 
mo ao do adulto. No primeiro ano de vida o penmetro cefalico, 
que reflete o tamanho do encefalo, chega a atingir 84% do 
tamanho do adulto, portanto, acima de um ano de idade o volume 
de LCR coletado pode ser o mesmo do adulto. 

O LCR e produzido a uma taxa de 20 mL/hora ou 
0,35 mL/minuto. Uma vez que a produgao e a reabsorgao 
do LCR sao constantes, a renova^ao do LCR no SNC tam- 
bem e constante, mudando completamente a cada 6-7 horas, 
sendo diretamente proporcional a taxa de formagao. Ademais, 
sua constante produgao atinge cerca de 500 mL/dia (FISH¬ 
MAN, 1992; Seehusen et al, 2003;Johanson et al, 2008; Pin¬ 
to, 2009; Silverberg et al, 2003; Sotelo et al, 2001; Silverberg 
et al, 2001; Pople, 2002; Clsi, 2006; Macchiaverni; BARROS 
Filho, 1998). 


Tabela 14.1 Requisitos da amostra para analise de LCR. 

Teste 

Anticoagulante 

Volume 

Comentarios 

Bioquimicos 

(proteina, glicose e 
etc) 

Nenhum 

3-5 mL 

Tubo #1 . Contem residuos da punqao e ocasionalmente 
sangue em uma punqao traumatica. Uma vez que e mais 
provavel que seja contaminado com bacterias, fluido 
de tecido e celulas sanguineas que possam produzir 
resultados enganosos, nao deve ser utilizado para 
microbiologia e hematologia 

Microbiologicos 

(coloraqao de Gram e 
cultura) 

Nenhum 

3-5 mL 

Tubo #2. Pode conter alguns contaminantes das celulas 
do sangue, mas e adequado para estudos microbiologicos 

Citologicos 

(contagem global e 
diferencial de celulas) 

Nenhum 

3-5 mL 

Tubo #3. Tern a menor contaminaqao celular e, portanto, 
deve ser utilizado para contagens celulares global e 
diferencial de leucocitos 

Outros testes 

(citologia oncotica, 
biologia molecular) 

Nenhum 

3-5 mL 

Tubo #4. Pode ser utilizado para a pesquisa de celulas 
neoplasicas 


Fonte: CLSI (2006). 
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■ ANALISE LABORATORIAL DO LCR 
Caracterfsticas ffsicas 

O exame macroscopico do LCR deve ser realizado logo 
apos a chegada da amostra no laboratorio e inclui observa- 
goes de aspecto, cor da amostra pura, cor do sobrenadante, 
formagao de coagulos e presenga de pelicula. O volume co- 
lhido deve ser registrado, assim como a cor e o aspecto antes 
e apos a centrifugagao. A presen^a de coagulo tambem deve 
ser relatada (Melo et al ., 2003). 

Pressao 

A medida da pressao intracraniana faz parte do exame do 
LCR, deve ser medida com o paciente em decubito lateral, 
direito ou esquerdo, em repouso, relaxado, membros infe- 
riores estendidos ou relaxados para evitar pressao abdominal 
pela flexao dos membros inferiores. A pressao intracraniana e 
medida com raquimanometros em mmH 0 O antes da coleta 
do LCR para a analise laboratorial. A pressao inicial e final 
devem ser medidas.Valores normais da pressao intracraniana 
variam de 100 a 200 mm de H 9 0 ou 7,5 a 15 mm de Hg. 
Para converter mm de Hg para mm H 0 O = mm de Hg X 13 
(Seehusen et al ., 2003; Henry, 2008; Hussong; Kjeldsberg, 
2015; Strasinger; Di Lorenzo, 2009). 

Aspecto e cor 

A terminologia utilizada para descrever o aspecto do 
LCR inclui: limpido, discretamente turvo, turvo, oleoso, pu- 
rulento/leitoso, xantocromico e hemorragico. Um aumento 
nas contagens de celulas causa turbidez, que e notada quando 
as contagens de celulas se aproximam de 200/pL. Ocasio- 
nalmente, o LCR podera ter um aspecto oleoso devido a 
presenga de meios de contraste radiologico. A turbidez tam¬ 
bem se torna perceptivel com o aumento de microrganismos, 
lipidios e proteinas presentes na amostra. Os lipidios resultam 
em decorrencia do embolismo gorduroso ou da aspiragao de 
lipidios durante a pungao. 

O LCR normal e incolor e limpido, com viscosidade 
semelhante a da agua. A cor do LCR deve ser relatada como 
incolor, amarelo, laranja, rosa/vermelho ou marrom/ambar. 
Amarelo e laranja correspondem a bilirrubina, rosa a oxi- 
-hemoglobina e marrom a meta-hemoglobina. Embora va- 
rios pigmentos possam ser identificados com base em suas 
“impressoes digitais” unicas de absorgao espectrais e quanti- 
ficados por espectrofotometria, isso nao e realizado rotinei- 
ramente pelos laboratories clinicos (CLSI, 2006; Gall, 1998; 
Strasinger; Di Lorenzo, 2009; Mundt; Shanahan, 2012). 

Quando a pun^ao lombar e realizada dentro das primei- 
ras 4 horas apos uma hemorragia subaracnoide, o LCR pos- 
suira aspecto hemorragico (roseo/vermelho), dependendo 
do grau da hemorragia. Os eritrocitos sao lisados no LCR 
em virtude da baixa concentragao de proteinas e lipidios em 
comparagao ao plasma. Apos a hemolise, o LCR muda de ro¬ 
seo/vermelho turvo para roseo/vermelho limpido e, logo em 


seguida, para varios tons de amarelo, laranja e marrom/ambar 
caracterizando a xantocromia, a medida que a oxi-hemoglo- 
bina e convertida em meta-hemoglobina e, tambem, a medi¬ 
da que a degradagao do grupamento heme da hemoglobina 
origina a bilirrubina, que ocorre cerca de 2 a 12 horas apos 
a hemolise inicial. A diminuigao gradativa da xantocromia 
do LCR ocorre ao longo dos primeiros dias, tornando-se 
limpido em cerca de 2 a 4 semanas. Outras causas de xanto¬ 
cromia incluem: aumento sistemico de bilirrubinas, proteinas 
no LCR elevadas (> 150 mg/dL), contaminagao com com- 
ponentes de iodo durante cirurgia; compostos contendo bro- 
meto, hipercarotenemia, rifampicina, melanina produzida por 
melanoma meningeo (CLSI, 2006; Strasinger; DI Lorenzo, 
2009; Petzold et al., 2006). 

A avaliagao da xantocromia pode ser realizada por meio 
de comparagao visual do sobrenadante da amostra de LCR 
centrifugada com uma solugao de bicromato de potassio em 
concentrates variadas conforme Tabela 14.2, Figura 14.1 e 
Tabela 14.3. A intensidade da xantocromia tambem pode ser 
obtida por metodos espectrofotometricos ou metodo com¬ 
parative visual (bicromato de potassio). Este ultimo, apesar de 
pratico, apresenta baixa sensibilidade, 47% (Arora et al ., 2010; 
Reis, 1980). 



Fontes: Kjeldsberg; Knight (1993); Jerrard etal. (2001); Arora etai (2010). 

Presen<;a de coagulos 

O LCR nao coagula tanto em situates normais como 
na hemorragia subaracnoide, contudo, os coagulos podem 
estar associados a uma pungao traumatica. Coagulos e peli- 
culas podem se formar em situates com eleva^ao extrema 
de proteinas como na sindrome de Froin ou nas meningites 
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Figura 14.1 Soluqao de bicromato de potassio em indices de cor crescentes. 
Fonte: Os autores. 


Tabela 14.3 Interpretaqao da analise de xantocromia 
pelo indice de cor. 

Cor do sobrenadante do LCR causas e condiqoes 
associadas 

indice de cor 

Condiqao ou causa 

0 

Normal 

0,1-10 

Hiperbilirrubinemia 

Produtos de degradaqao da 
hemoglobina 

Proteinas do LCR aumentadas 

50-100 

Alta ingestao de carotenoides 

Produtos de degradaqao da 
hemoglobina 


Fonte: Kjeldsberg; Knight (1993). 


bacterianas agudas e tuberculosa (reticulo de Mya). A presen- 
qa de coagulos pode interferir na exatidao da contagem de 
celulas por aprisiona-las (CLSI, 2006; Gall, 1998; Strasinger; 
Di Lorenzo, 2009). 


Diagnostico diferencial de hemorragia 
subaracnoide e acidente de pun<;ao 

O LCR normal nao apresenta hemacias. Na presenqa de 
hemacias e importante o diagnostico diferencial entre aci¬ 
dente de punqao e hemorragia subaracnoidea (HSA). Aci¬ 
dente de punqao ocorre quando a agulha de punqao lombar 
atinge um vaso no momento da coleta de LCR e as hemacias 
sao introduzidas acidentalmente. O numero de hemacias 
pode variar de poucas a milhares, por isso a quantidade de 
hemacias no LCR nao auxilia no diagnostico diferencial. 

No acidente de punqao, quando o LCR for coletado 
em tres tubos (prova dos tres tubos), a cor e o aspecto sao 
diferente nos tres tubos. Nao e necessario realizar a contagem 
nos tubos, mas se realizada, a contagem de eritrocitos no ul¬ 
timo tubo devera ser significativamente menor ou maior do 
que a contagem do primeiro tubo. Apos a centrifugaqao, o 
sobrenadante e limpido e incolor e ha presenqa de coagulo. 
Por outro lado, na HSA na prova dos tres tubos, cor e aspecto 
igual nos tres tubos, roseo ou vermelho; se realizada a conta¬ 
gem de eritrocitos no primeiro e ultimo tubo, esta e similar 
nos tubos. Apos centrifugaqao, no sobrenadante xantrocro- 
mico ha ausencia de coagulo. A somatoria destas tres caracte- 
risticas auxilia no diagnostico diferencial da maior parte dos 
casos. Outras caracteristicas podem auxiliar no diagnostico 
diferencial como a presenqa de macrofagos com pigmentos 
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de hemossiderina (Figuras 14.33 A e B) ou, mais tardiamente, 
de cristais de hematoidina (Figura 14.35), sugestivos de HSA. 

A quantifica^ao de hemoglobina e bilirrubina por analise 
espectrofotometrica do LCR, e considerada por alguns auto- 
res como o melhor metodo para separar acidente de pungao 
de HSA. No acidente de pungao ha maior proporgao de he¬ 
moglobina do que bilirrubina e na HSA a propor^ao e ao 
contrario (Marlet et ah , 1982; Petzold et al ., 2006). 

Apos HSA, o LCR exibe xantocromia como resulta- 
do do aparecimento de hemoglobina, meta-hemoglobina e 
bilirrubina. A bilirrubina deriva da hemoglobina degradada, 
portanto, quando a concentrate de bilirrubina aumenta, a 
concentrate de hemoglobina diminui. 

A analise espectrofotometrica do LCR permite tambem 
indicar o momento em que a HSA ocorreu; o tempo decor- 
rido do comego da hemorragia subaracnoide ate o momento 
da analise do LCR pode ser obtido da relate entre as quan- 
tidades destes dois pigmentos mensurados por espectrofoto- 
metria. Na regiao entre 400 e 500 nm, a absor^ao maxima 
da oxi-hemoglobina e da bilirrubina ocorre em 412 nm e 
480 nm, respectivamente (Marlet; Barreto Fonseca, 1982). O 
nomograma de Kronholm e Lintrup (1960) e utilizado para 
calcular a concentrate de oxi-hemoglobina e bilirrubina, 
expressa em micromoles por litro (Figura 14.2). 

Apos a leitura da amostra de LCR em 412 e 480 nm em 
um espectrofotometro, com o auxilio do nomograma da Fi¬ 
gura 14.2, traga-se uma linha entre ambas as absorbancias para 
obtengao das concentrates de hemoglobina e de bilirrubina. 
Com as duas concentrates calcula-se o Indice Hemoglobi- 
na-Bilirrubina (HBI) da seguinte maneira: 


nm 412 

-1,3 

- 1,2 

- 1,1 

- 1,0 

0,9 

0,8 

0,7 

0,6 

0,5 

0,4 

0,3 

0,2 


0,1 


Flemoglobina 


nm 480 
Bilirrubina -i 0,0 


11 

10 

9 

8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

1 

0 


On 

2 - 
4 - 
6 - 
8 - 
10 - 
12 - 
14 - 
16- 
18 - 
20 - 
22 - 
24 - 
26 - 
28 - 
30- 
32 - 
34- 
36 - 
38 - 
40 = 


0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0,5 

0,6 

0,7 

0,8 

0,9 

1,0 

1,0 

1,2 

1.3 

1.4 


Concentrate de hemoglobina (pmoles/L) 

HBI — ~ 

Concentrate de bilirrubina (pmoles/L 

ATabela 14.4 mostra os valores medios de HBI corres- 
pondentes a varios tempos decorridos apos a ocorrencia da 
hemorragia subaracnoide. 

Um fator que pode dificultar o diagnostico diferencial e 
a demora na analise da amostra do LCR, ou nos casos em que 
uma pungao traumatica se sobrepoe a HSA, e a presenga de 
sangue no ultimo tubo seja, verdadeiramente, devido a HSA 
(CLSI, 2006; Gall, 1998; Strasinger; Di Lorenzo, 2009). 

Algumas caracteristicas nao auxiliam no diagnostico di¬ 
ferencial de HSA e no acidente de pungao como macrofagos 
com hemacias integras (Figura 14.32), o numero total de he¬ 
macias, presenga de hemacias crenadas, aumento da pressao 
intracraniana, aumento de proteina total do LCR. 

Nos casos duvidosos, a coleta de nova amostra de LCR 
apos a amostra com acidente de pungao, mesmo que coletada 
no nivel de pungao diferente, nao tern valor para auxiliar no 
diagnostico diferencial, pois suas caracteristicas serao as mes- 
mas da HSA. O acidente de pungao nada mais e que uma 
HSA iatrogenica. Muitas vezes, o numero de hemacias in- 
troduzido acidentalmente e tao grande que o paciente pode 


Figura 14.2 Nomograma para calculo das concentrates de he¬ 
moglobina e bilirrubina, em micromoles por litro, derivados das 
absorbancias em 412 e 480 nm. 

Fonte: Kronholm; Lintrup (1960). 


apresentar toda a clinica de HSA, cefaleia, rigidez de nuca e, 
em alguns casos, ate febre. 

Corre<;ao de celulas e proteina total no LCR apos 
acidente de pun^ao 

a pungao traumatica pode introduzir celulas sanguineas 
no LCR, e o mesmo pode ocorrer com as proteinas plasma- 
ticas. No caso de acidente de pungao e possivel corrigir o 
numero de celulas totais no LCR, pela formula: 


Leucocitos L( 
esperado 


Leucocitos LCR - [Leucocitos Sangue 
x Hemacias LCR 

Hemacias 

sangue 


OU 
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Tabela 14.4 Valores medios de HBI conforme o tempo 
em dias decorridos apos a hemorragia subaracnoide. 

Dias apos a hemorragia 

HBI 

0 

0,22 

1 

14,07 

2 

24,04 

3 

8,63 

4 

4,46 

5 

2,82 

6 

1,62 

7 

0,91 

8 

0,39 

9 

0,37 

10 

0,37 

11 

0,40 

12 

0,37 

13 

0,32 

14 

0,26 


Fonte: Marlet; Barreto Fonseca (1982). 
Legenda: HBI: Indice Hemoglobina-Bilirrubina. 


Leucocitos L( 
esperado 


Leucocitos LCR 
Hemacias T ^ X Hemacias 

LCR sangue 

Leucocitos c 

Sangue 


Com relagao a proteina total, no caso de acidente de pungao, 
e possivel corrigir a proteina total do LCR, pelas formulas: 




Proteina LCR 
esperada 


100) * Hemac 


Hemacias 

s 


sangue 


ou 


Proteina LCR (mg/ dL) 
Proteina LCR - Hemacias CSF (/uL) 

esperada = - 

333 x 5,25 


Fonte: (Reske et al. 1981) 


Em pacientes com valores normais de leucocitos e hemacias 
no sangue periferico, do ponto de vista pratico, costuma-se sub- 
trair uma celula do numero total de celulas do LCR ou 1 mg/ 
dL de proteina total o LCR, para cada 700 a 1.000 hemacias/ 
mm 3 no LCR (Nigrovic et al, 2011; Seehusen et al, 2003). 

Nos casos de HSA nao e possivel corrigir o numero de 
celulas totais ou proteina total do LCR, pois a presenga do 
sangue no espa^o subaracnoideo causa meningite quimica, 
alterando esses valores. 

Avalia<;ao celular 

A analise celular do LCR deve ser realizada logo que pos¬ 
sivel e a amostra nao centrifugada e nao congelada, devida- 
mente homogeneizada para a contagem global de leucocitos 
e eritrocitos em camara. A amostra deve ser diluida em solu- 
gao salina (NaCl 0,9%), caso apresente elevada celularidade, 
a fim de que as celulas tenham um espago adequado para se 
espalharem e, assim, formar uma monocamada na superficie 
da camara, com sobreposigao minima. Na contagem diferen- 
cial de celulas, a amostra utilizada para confecgao da lamina 
deve ser total ou o sedimento obtido por centrifuga^ao em 
baixa rota^ao. A prepara^ao da lamina deve ser rapidaja que 
as celulas se deterioram rapidamente em virtude do LCR 
ser um meio inapropriado para a manuten^ao da viabilidade 
das celulas. O pH elevado e a baixa pressao oncotica fazem 
com que algumas celulas inchem, algumas lisem e outras se 
tornem irreconheciveis (Torzewski et al, 2008; Comar et al, 
2009; Lima et al, 2001). 

Contagem global de celulas 

A contagem global de leucocitos e eritrocitos no LCR 
pode ser realizada em qualquer tipo de camara de contagem, 
porem, rotineiramente a camara mais utilizada e a de Fuchs- 
-Rosenthal (Figura 14.3) a qual tern uma altura de 0,2 mm, 
uma area total de 16,0 mm 2 , um volume total de 3,2 mm 3 e 
e dividida em 16 quadrados maiores que sao subdivididos em 
16 quadrados menores, sendo o procedimento para contagem 
global de celulas variavel de acordo com a celularidade da 
amostra (Tabela 14.5) (Comar et al, 2009; Lima et al, 2001). 

Para a diferenciagao das hemacias, leucocitos e celulas teci- 
duais durante a contagem na camara de Fuchs-Rosenthal, de- 
ve-se conhecer as caracteristicas de cada uma dessas celulas. Os 
eritrocitos se apresentam com um contorno regular, com halos 
e o centro da celula e limpo. Projegoes finas e pontudas po- 
dem aparecer nos casos de eritrocitos crenados. Os leucocitos, 
por sua vez, apresentam um aspecto granular e sao levemente 
refringentes. Pode tambem ocorrer a presenga de celulas teci- 
duais, geralmente grandes e granulares e com contorno irregu¬ 
lar, as quais nao devem ser inclusas na contagem, assim como 
as celulas lisadas (Comar et al, 2009; Kjeldsberg; Knight, 1993). 

Contagem diferencial de celulas 

As celulas presentes no LCR, devido ao seu pequeno 
numero, devem ser concentradas para a contagem diferen- 
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Grade da camara 



Figura 14.3 Camara de Fuchs-Rosenthal. 


Tabela 14.5 Procedimento de contagem global de celulas em camara de Fuchs-Rosenthal, de acordo com a celularidade 
presente na amostra. 

Celularidade 

Procedimento de contagem 

Baixa 

Contar os 16 quadrados maiores e dividir por 3,2 

Intermediaria 

Contar 4 quadrados maiores, multiplicar por 4 e dividir por 3,2 

Alta 

Contar um quadrado maior, multiplicar por 16 e dividir por 3,2 

Altissima 

(sobreposigao de celulas) 

Fazer diluigao com salina ou liquido de Turk (para leucocitos), e multiplicar o 
resultado final pelo fator da diluigao 

Alta quantidade de hemacias 

Contar um quadrado menor, multiplicar por 256 e dividir por 3,2 


Fonte: COMAR, 2009. 


cial ou a identifica^ao de celulas malignas. Varios metodos 
de concentragao sao descritos. Os componentes celulares no 
CSF podem ser concentrados por sedimenta^ao, filtragao por 
membrana ou centrifugagao em uma centrifuga de labora- 
torio padrao ou uma citocentrifuga, embora varios estudos 
tenham investigado qual metodo de concentragao (sedimen- 
ta^ao vs. citocentrifugagao) e melhor para a preparagao de 
especimes de LCR para diagnostico de citologia, principal- 
mente em casos de malignidade suspeita (Kluge et al. 2007; 
Deisenhammer et al. 2015). Como o LCR e oligoproteico 
em rela^ao ao sangue, para preservar a morfologia das celulas 
e facilitar o reconhecimento, o LCR pode ser enriquecido 
com albumina bovina. 

Os dois principals metodos de concentragao de celulas de 
LCR sao a citocentrifugagao e a camara de sedimentagao gra- 
vitacional. A literatura nao fornece consenso sobre a melhor 
tecnica (Whitmore et al ., 1982; Bigner et al. 1981), uma vez 
que ambos os metodos apresentam vantagens e desvantagens. 

Citocentrifugacao 

Com o metodo de citocentrifugacao e possivel utilizar 
o LCR puro ou o sedimento obtido apos centrifugagao. Na 
Figura 14.4 e mostrada a visao interna de uma citocentrifu- 
ga. Para melhorar a adesao das celulas na lamina e reduzir a 


distorgao da mesma, pode ser adicionado ao sedimento 50 pi 
de albumina bovina a 22%. Coloca-se 100 pL da amostra no 
citofunil de acordo com o manual de instrugao da citocen- 
trifuga que sera utilizada. O liquido sobrenadante e absor- 
vido pelo papel filtro, concentrando as celulas presentes na 
amostra. Apos a citocentrifugacao, deve-se aguardar a seca- 
gem completa da lamina e, entao, realizar a Colorado com 
corantes hematologicos como o May Griinwald-Giemsa. 

Metodo de sedimentaqao 

A confeccao da lamina em camara de Suta (Figura 14.5) 
e um processo mais trabalhoso, porem fornece uma lamina de 
boa qualidade. Esta camara de sedimentacao possui um sistema 
de filtros de papel, que absorve a parte liquida do LCR, con¬ 
centrando as celulas. A quantidade de liquido a ser colocada na 
camara para a confeccao da lamina depende da quantidade de 
leucocitos presentes na amostra (Tabela 14.6). A lamina e in- 
troduzida na camara e sobre ela coloca-se um papel absorvente, 
o qual deve conter um halo de diametro discretamente menor 
que o diametro do tubo conector da camara. O tubo conector 
deve ser rosqueado na base ate tocar na lamina. Em seguida, 
coloca-se na camara o volume de LCR necessario e espera- 
-se a lamina secar. Somente apos a secagem retira-se o tubo 
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Figura 14.4 Citocentrifuga. (A) visao interna de uma citocentrifu- 
ga. (B) (1) lamina de vidro; (2) papel de filtro; (3) citofunil; (4) su- 
porte. Apos a citocentrifuga^ao as laminas devem secar naturalmente 
antes de serem coradas e examinadas microscopicamente. 

conector e o papel absorvente de cima da lamina e realiza-se a 
coloragao com corante hematologico. 

Apos a confecgao e Colorado da lamina, deve-se proce- 
der a contagem diferencial das celulas em objetiva de imer- 
sao (100x). Caso a lamina esteja com muita sobreposi^ao 
de celulas, deve-se confeccionar nova lamina utilizando uma 


Tabela 14.6 Volume utilizado na camara de Suta para a 
confec^ao da lamina de contagem diferencial de leucocitos 
do LCR, de acordo com o resultado da contagem global de 
leucocitos. 

Contagem global (/jl/L) 

Volume a ser utilizado 
na camara (ml.) 

10-50 

1,5-2,0 

50-100 

1,2-1,8 

100-200 

1,0-1,5 

200-500 

0,8-1,0 

500-1.000 

0,5-0,8 

> 2.000 

0,2-0,3 


Fonte: Kjeldsberg; Knight (1993). 


diluigao apropriada. Apos a citocentrifugagao pode ocorrer 
distorgao nas celulas, as quais podem apresentar formagao de 
vacuolos e proje^oes citoplasmaticas, fendas nucleares, nu- 
cleolos proeminentes e agrupamentos celulares semelhantes a 
neoplasia (Torzewski et al ., 2008). 

A contagem diferencial de celulas no LCR por metodos 
automatizados e ainda de acuracia limitada, apesar do gran¬ 
de desenvolvimento dos citometros nas ultimas decadas. Os 
citometros atuais nao apresentam sensibilidade e especificida- 
de adequada para uso em amostras de LCR, principalmente 
com pequeno numero de celulas totais, que representam a 
maioria. 

Celulas de morfologia normal no LCR 

O LCR normal possui 70% de linfocitos e 30% de mo- 
nocitos. A Figura 14.6 ilustra linfocitos e monocitos normais. 
Outras celulas como neutrofilos, plasmocitos, eosinofilos, 
basofilos e macrofagos nao sao usualmente encontrados no 
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Figura 14.6 Monocitos e linfocitos (Aumento 1.000X). 

Colorado de May Grunwald-Giemsa. 

Fonte: Autores. 

LCR normal (Figuras 14.7 a 14.9). Ocasionalmente, eosi¬ 
nofilos ou polimorfonucleares (PMN) unicos podem ser vi- 
sualizados no LCR normal (Fishman, 1992). O significado 
clinico das celulas encontradas no LCR e apresentado na 
Tabela 14.7. 

Eosinofilos sao celulas ausentes no LCR normal. 
As causas da presen^a de eosinofilos no LCR podem es- 
tar associadas a doengas infecciosas e nao infecciosas. Em 
20.008 laudos de LCR do laboratorio de analises clinicas do 
HC-UFPR, eosinofilos estavam presentes em 5% dos lau¬ 
dos (Figura 14.10). A meningite eosinofilica e defmida 
como a presen^a de 10% ou mais de eosinofilos no LCR, e 
as causas podem ser multiplas. Atualmente a principal delas 
e a infec^ao por Angiostrongylus cantonensis, (Tabela 14.8), 
causador de meningite eosinofilica benigna autolimitada. O 
diagnostico etiologico e feito por fortes evidencias epide- 
miologicas e testes imunologicos. 




Figura 14.7 Neutrofilos (Aumento 1.000X). Colorado de May 
Grun wald- Giems a. 

Fonte: Autores. 



Figura 14.8 Eosinofilos (A) Cariopicnose (B) Cariorexis 
(Aumento 400X). Colorado de May Grunwald-Giemsa. 

Fonte: Autores. 



Figura 14.9 Plasmocitos (A) Aumento 400 X (B) Aumento 1.000. Colorado de May Grunwald-Giemsa. 
Fonte: Autores. 
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Tabela 14.7 Significado clmico das celulas encontradas na contagem diferencial do LCR. 

Predormnio celular 

Significado clmico 

Linfocitos 

Meningite viral, tuberculosa e fungica. Ocasionalmente em meningite 
bacteriana. Esclerose multipla. 

Neutrofilos 

Meningite bacteriana, fase inicial de meningite viral, tuberculosa e fungica. 
Hemorragia subaracnoidea, injeqoes intratecais, tumores meningeais. 

Reaqao celular mista (linfocitos, 
neutrofilos e monocitos) 

Meningite bacteriana parcialmente tratada, meningite bacteriana cronica, 
abscesso cerebral, meningite tuberculosa, meningite fungica e meningite 
amebiana. 

Eosinofilos 

Infecqoes parasitarias, reaqoes alergicas, derivaqao ventricular. 

Macrofagos 

Meningite cronica, meningite bacteriana tratada, injeqoes intratecais e 
hemorragia subaracnoidea. 

Macrofago eritrofago 
(contendo hemacias) 

Acidente de punqao ou hemorragia subaracnoidea (1 2h a 1 semana). 

Macrofago siderofago 
(contendo hemossiderina) 

Hemorragia subaracnoidea (2 dias a 2 meses). 

Macrofago hematoidinofago 
(contendo cristais de hematoidina) 

Hemorragia subaracnoidea (2 a 4 semanas). 

Macrofago lipofago 
(contendo gordura) 

Necrose cerebral, infarto, anoxia e traumatismo craniano. 

Plasmocitos 

Reaqoes subagudas e reaqoes inflamatorias cronicas, esclerose multipla. 

Celulas linfoides malignas 

Linfoma, leucemia. 

Blastos 

Linfoma, leucemia. 

Outras celulas malignas 

Tumor cerebral primario, tumor metastatico. 

Celulas ependimais e do plexo 
coroide 

Trauma, cirurgia, derivaqao ventricular, recem-nascidos e injeqoes intratecais. 

Condrocitos 

Punqao acidental de disco intervertebral (raro). 

Celulas da medula ossea 

Punqao acidental do corpo vertebral (raro). 

Agrupamentos de celulas 
imaturas, semelhantes a blastos 

Hemorragia subaracnoidea em prematuros e recem-nascidos. Possivelmente 
originadas da matriz germinal. 


Fonte: Modificada de Kjeldsberg; Knight (1993). 


Pesquisa de celulas neoplasicas no LCR 

A detecqao de celulas neoplasicas no LCR e fundamen¬ 
tal no diagnostico de tumores cerebrais. Avangos diagnosticos, 
como a ressonancia magnetica, ensaios para marcadores tu- 
morais, amplificagao do DNA, citometria de fluxo e as tecni- 
cas imuno-histoquimicas estao agora disponiveis para facilitar 
o diagnostico. Apesar destes avangos, o metodo padrao ouro 


para a detec^ao de celulas neoplasicas ainda e a pesquisa dire- 
ta de celulas no LCR. 

A hipotese de envolvimento do SNC por neoplasias 
deve ser feita em todo paciente com neoplasias conhecidas 
que apresentam sintomas neurologicos. A pesquisa de celulas 
neoplasicas no LCR por microscopia optica e obrigatoria em 
todos os casos de neoplasia conhecida ou fortemente suspeita 
e sintomas neurologicos. Isto e particularmente verdadeiro 
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HIV+ HIV- 

N = 66 N = 325 



Meningite viral 
(n = 1) 1,5% 


| Neurotoxoplasmose 
(n = 2) 0,6% 

Neurotuberculose 
(n = 6) 1,9% 

Leptospirose 
(n = 4) 1,2% 


| Histoplosmo copsulotum 
(n = 4) 1,2% 

| Neurossifilis 
(n = 6) 1,9% 


Figura 14.10 Etiologias infecciosas associadas 
Fonte: Almeida et ai, 2018 (em publica<;ao). 

a presenpa de eosinofilos no LCR, 

na presenpa ou ausencia 

de infecpao pelo HIV. 

Tabela 14.8 Taxa de positividade de pesquisa de celulas neoplasicas em amostras de LCR. 

Indicagao 

N 

Positivo 

% 

LLA 

254 

63 

24,8 

LMC 

16 

02 

12,5 

LMA 

63 

13 

20,6 

Linfoma 

43 

09 

20,9 

Retinoblastoma 

08 

04 

50 

Outros* 

27 

07 

25,9 

Todos 

411 

98 

23,8 


* Pulmao, gastrico, mama, melanoma, prostata, sarcoma de Ewing, rabdomiossarcoma, glioblastoma, astrocitoma, Schwanoma, leucemia linfocftica 
cronica. 

Fonte: Almeida et ai, 2007. 


em casos de leucemia e linfoma, nos quais os resultados da 
contagem de celulas de LCR e citologia sao fatores impor- 
tantes na determinagao e monitoramento do tratamento 
(Mackenzie, 1996; Fleming et al., 2015;Broussalis et al., 2012). 

As celulas malignas de uma variedade de tumores, me- 
tastases ou primarias, podem ser detectadas no LCR. Qual- 
quer tipo de neoplasia pode se espalhar para leptomeninges 
(Figuras 14.11 a 14.16). Essa disseminagao ocorre com mais 


frequencia em doengas hematologicas agudas, como leuce¬ 
mia e linfomas. Entre os tumores solidos, a disseminagao e 
mais frequente com melanomas e cancer de mama ou cancer 
de pulmao. Entre os tumores primarios do SNC, as celu¬ 
las tumorais sao mais comumente encontradas no LCR em 
gliomas e meduloblastomas, devido a sua maior incidencia e 
tendencia a se espalhar para o espago subaracnoideo (Tabela 
14.8) (Almeida et al., 2007) 
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Figura 14.11 Canibalismo celular (Aumento 1.000X). Colorado 
de May Grunwald-Giemsa. 

Fonte: Autores. 


Figura 14.12 Mitose atipica (celulas malignas) (Aumento 1.000X) 
Colorado de May Grunwald-Giemsa. 

Fonte: Autores. 



A porcentagem de detecgao de celulas malignas por ana- 
lise citologica e influenciada por alguns fatores, incluindo o 
volume de LCR obtido, numero de amostras coletadas e o 
tempo apos coleta. Volume insuficiente de amostra e uma 


possivel explicagao para analises citologicas falso-negativas. 
Glantz et al. (1998) sugeriram que as taxas de resultados falso- 
-negativos diminuiram de 32% para valores proximos de 3%, 
quando o volume colhido de amostra aumentou de 2,5 mL 
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Figura 14.14 Infiltra^aodeLeucemiaLinfoideAgudaemSNC(A)Aumento400X (B)Aumento 1.000X .Coloraq:aodeMayGrunwald-Giemsa. 
Fonte: Autores. 



Figura 14.15 Infiltra^ao de Leucemia Mieloide Cronica em crise blastica (A) Aumento 400X (B) Aumento 1.000X. Colorado de May 
Grunwald-Giemsa. 

Fonte: Autores. 



Figura 14.16 Linfoma primario de SNC, Aumento 1.000X, 
Colorado de May Griinwald-Giemsa. 

Fonte: Os autores. 


para 10,5 mL, respectivamente. Nao e defmido na literatura 
se o local de coleta de LCR, lombar ou subocciptal, pode 
aumentar a positividade da pesquisa de celulas neoplasicas 
no LCR ou mesmo a pesquisa de bacilo da tuberculose ou 
fungos. 

Como ocorre a perda de celulas em fungao do tempo 
apos a coleta, a refrigeragao da amostra, mas nao congela- 
mento, e recomendada se houver atraso na analise citologica 
(Jerrard et al, 2001). 

Para verificar a qualidade das laminas confeccionadas, 
principalmente em amostras com contagens baixas de leu- 
cocitos, deve-se relacionar o numero total de leucocitos en- 
contrados na lamina com a contagem global. A Tabela 14.9 
mostra a relagao, desenvolvida de forma empirica, entre o 
numero de celulas encontradas na lamina e a contagem glo¬ 
bal de leucocitos. 
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Tabela 14.9 Relagao entre o numero de celulas encontra- 
das na lamina e a contagem global de leucocitos. 

00 

r\i 

Numero de leucocitos/ji/l 

Numero de celulas que 

- 

contados na camara 

devem estar presentes 



na lamina apos a 

S — 

r-i 


citocentrifugagao 

~ 

0 

0-40 

~ 

1 -5 

20-100 

00 

rsi — 

6-10 

60-150 

i 

11-20 

150 250 

_ 

20 

250 

'si- _ 
ID 


Fonte: Comar et ai (2009). 

A citometria de fluxo para identificagao de marcadores 
celulares de superficie pode auxiliar no diagnostico de infil¬ 
trates leucemicas, linfomas (Figuras 14.17 A, B e C) e outros 
tumores do SNC, porem nao substituem a pesquisa direta de 
celulas neoplasicas, mas sim associada a esta. Para o estudo 
de subpopulagoes celulares no LCR o metodo ainda nao foi 
validado. As Figuras 14.17 A, B e C mostram a analise das 
celulas do LCR por citometria de fluxo, identificando um 
linfoma primario de SNC (Figura 14.16), de celulas B com 
produgao clonal de cadeias leves de IgG Kappa. 



T ] .| 

10 ° 10 1 10 2 10 3 
Kappa FITC -> 

PRPIE006 


Figura 14.17 B. Linfoma de celulas B primario de SNC, clonal 
para cadeia leve IgG Kappa, pontos em vermelho. 

Fonte: Os autores. 




?>- 



UP 10* 10? 10 3 10* 

CDS PE -> 

PRPIE003 


Figura 14.17 A. Citometria de fluxo, linfoma primario de SNC de 
celulas B (CD 19), pontos em vermelho. 

Fonte: Os autores. 



Lamda PE *> 

PRP1E006 


Figura 14.17 C. Linfoma de celulas B primario de SNC, analise 
com anticorpo monoclonal para IgG lambda. 

Fonte: Os autores. 
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Proteinas totais no LCR 

A maior parte das proteinas encontradas no LCR e pro- 
veniente do plasma e uma pequena proporgao e produzida 
no SNC. Os valores de referenda de proteinas totais varia 
de acordo com o local de coleta. Nos adultos, o valor de 
referenda do LCR lombar esta entre 15 e 45 mg/dL e em 
adultos acima de 60 anos os valores estao entre 30 e 60 mg/ 
dL. Os valores de referenda para LCR cisternal ou subocci- 
pital variam de 15 a 25 mg/dL e ventricular de 5 a 15 mg/ 
dL (Fishman, 1992). 

O aumento das proteinas totais no LCR esta relacionado 
com a disfungao da barreira hematoliquorica ou sintese intra- 
tecal de imunoglobulinas (Strasinger; Lorenzo, 2009). 

A ocorrencia de acentuada eleva^ao das proteinas, sem 
aumento correspondente nas celulas do LCR, e conheci- 
da como dissociagao albuminocitologica. Essa dissociagao 
encontra-se relacionada a Sindrome de Guillain-Barre ou 
polineurite idiopatica aguda (Ravel, 1997). 

Valores anormalmente baixos de proteinas sao pouco 
frequentes e estao relacionados com a fistula liquorica, cau- 
sando perda de LCR (rinorreia ou otorreia), pseudotumor 
cerebral, hipertireoidismo (Fishman, 1992). 

A determinagao da proteina total no LCR apresenta 
diversas dificuldades como baixa concentragao, presenga de 
diferentes tipos de proteinas, pequena quantidade de fluido 
disponivel para a analise, especialmente em amostras pediatri- 
cas, e as variagoes na metodologia (Kjeldsberg; Knight, 1993). 

A determinagao quantitativa das proteinas totais do LCR 
pode ser efetuada por meio de varios metodos: turbidime- 
tricos (tricloro-acetico, sulfossalicilico) nao automatizados; 
metodos colorimetricos com vermelho de Pyrogalol, cloreto 
de Benzetonio (Architect-Abbott, IL). 

Os metodos utilizados para quantificar proteinas totais no 
LCR sao metodos turbidimetricos ou colorimetricos. Nos 
metodos turbidimetricos os agentes precipitantes sao o Acido 
Tricloroacetico ou Acido Sulfossalicilico. Essas tecnicas sao ra- 
pidas, faceis, porem nao automatizadas, mas nao necessitam de 
equipamentos sofisticados. O inconveniente desse metodo e 
que a albumina produz uma turbidez quatro vezes maior quan- 
do comparada as globulinas. Quando o acido sulfossalicilico e 
combinado com o sulfato de sodio, as reacoes com albumina e 
globulinas sao mais similares. Outro metodo turbidimetrico e 
aquele que utiliza o cloreto de benzetonio, e e automatizado. 
Nessa tecnica a amostra e pre-incubada em solugao alcalina 
que desnatura as proteinas. Apos isso, adiciona-se o cloreto de 
benzetonio, produzindo uma turbidez que e lida a 512 nm. 
(Kjeldsberg, Knight,1993; Burtis, Bruns, 2016). 

O metodo colorimetrico utilizado no LCR e o Verme¬ 
lho de Pirogalol, e automatizado e consiste na reagao das pro¬ 
teinas com o Vermelho de Pirogalol e o molibdato em meio 
acido, formando um complexo colorido cuja absorbancia e 
medida em 600 nm. Esse metodo e sensivel para ser utilizado 
em liquidos cefalorraquidianos que possuem concentrates 
de proteinas demasiadamente baixas (Burtis; Bruns, 2016). 

Outros metodos aplicaveis em soro como Biureto ou 
Lowry, e Bradford nao sao aplicaveis ao LCR, pois sao pouco 


sensiveis devido a baixa concentracao de proteinas, suscetivel a 
muitos interferentes (Kjeldsberg, Knight, 1993; Zaia et al, 1998). 

A Reagao de Pandy e um metodo semiquantitativo de 
globulinas, pouco especifico. Consiste na adigao de uma 
gota de LCR em 1 mL de solugao de Pandy (acido fenico a 
0,66%). Este reagente reage com todas as proteinas, mas exibe 
rea^ao aparentemente maior com as globulinas. A aparencia 
turva significa a presenga de niveis elevados de globulinas no 
LCR e e considerada uma reagao positiva de Pandy. A con- 
taminagao pelo sangue quase sempre produz resultados falso- 
-positivos (Ravel, 1997; Leite et al, 2016). 

Analises bioqufmicas 

Vale a pena ressaltar que a quantificagao de cloretos no 
LCR, apesar de realizada por varios laboratories no Brasil, 
nao apresenta valor clinico, por refletir exatamente as altera- 
£oes no sangue. Isso esta comprovado desde a decada de 1930 
do seculo XX. As causas de altera^ao de cloretos no sangue 
periferico sao multiplas, nao sendo, portanto, necessaria sua 
quantificagao (Fishman, 1992). 

Albumina 

A albumina e sintetizada no figado, portanto, toda a al¬ 
bumina presente no LCR tern origem no plasma. O metodo 
padrao ouro de quantificagao de albumina no LCR e a nefe- 
lometria (Reiber et al ., 2003), porem, outros metodos como 
turbidimetria sao utilizados. Os valores de referenda da con- 
centragao de albumina no LCR oscilam entre 10 e 30 mg/ 
dl. O quociente de concentracao da albumina no LCR em 
relacao a albumina no plasma pode ser utilizado para avaliar 
a integridade da barreira hematoencefalica. Em adultos, em 
condigoes normais, o quociente deve ser inferior a 9; valores 
entre 9 e 30 indicam alteragoes moderadas na barreira he¬ 
matoencefalica, entre 30 e 100 alteracoes severas e superior a 
100 indica perda da integridade funcional da barreira. Em re- 
cem-nascidos, os valores do quociente podem ser superiores 
aos do adulto devido a imaturidade da barreira hematoence¬ 
falica. O quociente de concentracao de albumina e influen- 
ciado pelo peso corporal, sexo, hipotireoidismo, consumo de 
alcool e cigarro (Kjeldsberg; Knight, 1993; BRU; Alabern, 
2002; Gilhus et al, 2011). 

Quociente de _ Albumina no LCR (mg/dL) 

Albumina Albumina serica (g/dL) 

O limite superior de intervalo de referenda para cada 
individuo varia com a idade e pode ser calculado de acordo 
com a formula: 4+ idade em anos/15 (Reiber; Peter, 2001). 

Imunoglobulinas no LCR 

Em condicoes normais, as imunoglobulinas do LCR sao 
principalmente de origem plasmatica, sendo sua sintese intra- 
tecal muito baixa. O metodo padrao ouro de quantificacao de 
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imunoglobulinas no LCR e a nefelometria (Reiber et al, 2003), 
porem, outros metodos como turbidimetria sao utilizados. 

A sintese intratecal de imunoglobulinas pode estar re- 
lacionada a doengas infecciosas ou inflamatorias agudas ou 
cronicas (Bru, Alabern, 2002). 

Uma variedade de formulas foi proposta para quantifi- 
car a propor^ao de imunoglobulinas no LCR sintetizadas no 
SNC. Estas formulas, em principio, procuram corrigir os ni- 
veis de imunoglobulinas derivadas do sangue que passariam 
para o LCR atraves da barreira hematoencefalica alterada. 

O calculo do indice de IgG e utilizado para identificar 
sintese intratecal de IgG. O indice de IgG e a relagao entre o 
quociente de concentragao de IgG pelo quociente de concen- 
tragao de albumina (Gilhus et al, 2011; Marshall et al., 2016). 

IgG no LCR (mg/dL)/IgG 
no soro (g/dL) 

Indice de IgG = 

Albumina no LCR (mg/dL)/ 
Albumina no soro (g/dL) 

O intervalo de referenda para o indice de IgG se situa 
entre 0,30 e 0,70; valores superiores a 0,70 indicam aumento 
da produgao intratecal de imunoglobulinas. Em aproximada- 
mente 90% dos pacientes com esclerose multipla defmitiva, o 
indice e maior que 0,70 (Bru; Alabern, 2002). 

A maioria das formulas considera a passagem de albumi¬ 
na e imunoglobulina pela barreira hematoencefalica de forma 
linear; porem outras analises, como a fungao hiperbolica de 
IgG (Figura 14.18), apresentam a vantagem de nao serem re¬ 
lates lineares (Reiber, 1994). Este grafico pode ser utilizado, 
com adaptagoes, para IgA e IgM. 

Eletroforese 

Eletroforese em acetato de celulose ou agarose 

A eletroforese de proteinas revela a presenga de dife- 
rentes espectros de proteinas no liquido cefalorraquidiano. 
NaTabela 14.10 e apresentado o padrao normal das fragoes 
proteicas encontradas no LCR por eletroforese. (Chaves et 
al., 2008; Herndon; Brumback, 2012). 


Tabela 14.10 Eletroforese das fra^oes proteicas no LCR. 

Proteinas totais 

39,5 ± 4,8 mg/dL 

Pre-albumina 

3,9 ± 0,8% 

Albumina 

46,4± 3,6% 

a-1 

6,3 ± 2,8% 

a-2 

10,5 ± 2,6% 

P 

18,6 ± 3,7% 

y 

12,6 ± 3,7% 


Fonte: Herndon; Brumback (2012). 



Figura 14.18 Fungao hiperbolica de IgG (Reibergram): diagrama 
de quociente LCR/soro para IgG e Albumina. 

1. Normal; 2. Alteragao da fungao da barreira hematoliquorica; 3. sintese 
intratecal de IgG + alteragao da fungao da barreira hematoliquorica; 4. 
sintese intratecal; 5. problema nas quantificagoes. 

Fonte: Reiber et al., 1994. 

Com metodos eletroforeticos e possivel classificar a 
resposta humoral de acordo com o numero de anticorpos 
produzidos. Esses metodos tern sido substituidos por tecnicas 
mais sensiveis, como a focalizagao isoeletrica e imunofixagao 
(Marshall et al, 2016). 

A distribuigao de imunoglobulinas anormais pode ser 
monoclonal, policlonal e oligoclonal. Na monoclonal ocorre 
a identificagao de apenas um lote de proteinas secretadas por 
um clone de plasmocitos, na focalizagao isoeletrica, apenas 
uma banda e registrada. A policlonal identifica centenas de 
bandas distribuidas em uma curva, e essa anormalidade pode 
ser confundida com artefatos. Na anormalidade oligoclonal, 
geralmente de duas a cinco bandas sao vistas na regiao gama 
decorrentes da proliferagao de poucos clones de plasmocitos 
(Chaves et al ., 2008). 

Pesquisa de bandas oligoclonais 

A detecg:ao de bandas oligoclonais IgG no LCR e um 
dos criterios para diagnostico da Esclerose Multipla, uma 
doeng:a inflamatoria cronica, desmielinizante e degenerativa 
do sistema nervoso central (Gama et al, 2009; Marshall et al, 
2016). 

De acordo com consenso internacional, recomenda-se a 
detecqao de bandas oligoclonais de IgG por focalizagao isoe¬ 
letrica, com posterior imunodetecqao por immunofixagao 
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(Reiber, 2004). Devido a sua alta sensibilidade e reprodu- 
tibilidade a focalizagao isoeletrica e a tecnica preferida para 
detectar as bandas oligoclonais. 

As amostras de LCR e soro sempre devem ser analisadas 
simultaneamente. E importante realizar a pesquisa de bandas 
oligoclonais paralelamente no LCR e no soro (Andersson et 
al, 1994). 

Os padroes de bandas encontradas na focalizagao isoele¬ 
trica no LCR e no soro sao: (Tipo 1) normal; (Tipo 2) bandas 
oligoclonais restritas a sintese intratecal encontrada na escle- 
rose multipla; (Tipo 3) bandas oligoclonais restritas no LCR 
e nao presentes no soro, com adi^ao de bandas IgG identicas 
no LCR e no soro encontradas na esclerose multipla e em 
inflamagoes no SNC causadas por doengas sistemicas como 
a sarcoidose; (Tipo 4) bandas oligoclonais identicas no soro e 
no LCR, encontradas na Sindrome de Guillain-Barre; (Tipo 
5) bandas monoclonais no LCR e no soro encontradas no 
mieloma ou gamopatia monoclonal de significado incerto. 
Somente os padroes do Tipo 2 eTipo 3 representam a sintese 
intratecal de IgG dentro do SNC (Andersson et al, 1994). 

A sensibilidade da focalizagao isoeletrica para a detecqao 
de bandas oligoclonais na esclerose multipla definida e maior 
que 95% (Awad et al, 2010). Porem, a presenga de bandas 
oligoclonais no LCR nao sao especificas para esclerose mul¬ 
tipla, e podem ser encontradas em varias doengas como a 
neurosarcoidose, lupus eritematoso sistemico, panencefalite 
esclerosante subaguda, neurosifilis, HIV, encefalite, neoplasias 
e paraneoplasias (Awad et al ., 2010). 

Na Figura 14.19 e apresentada uma analise de bandas oli¬ 
goclonais de IgG, por focalizagao isoeletrica e imunofixagao 
para IgG, em pacientes com HIV, em varias coletas sequenciais. 

Glicose no LCR 

Os metodos enzimaticos colorimetricos sao usualmente 
utilizados para dosar glicose no LCR e no sangue. Os valores 
de referenda de glicose no LCR sao 45 a 80 mg/dL (Kjelds- 



CSF SERUM CSF SERUM CSF SERUM 

ABC 

Figura 14.19 Analise qualitativa sequencial de sintese intratecal de 
IgG em pacientes com HIV. 

Presenga de bandas oligoclonais porfocalizagao isoeletrica em gel de agarose 
(Hydragel CSF Isofocusing - Sebia, Norcross, GA). Bandas oligoclonais tipo 3 
(Andersson et al., 1994). Bandas de IgG no LCR e soro, com bandas adicionais 
no LCR que nao estao presentes no soro. Amostras (A) coletadas em tempos 
diferentes apos a identificagao do HIV RNA no LCR e no sangue. Amostra (B) 
2,5 meses depois da mudanga dos ARV. Amostra (C) 18 meses depois da mu- 
danga do esquema ARV. 0 padrao de bandas oligoclonais no LCR era similar 
nastres amostras, indicando urn persistente estimulo imunologico. 

ARV: antirretrovirais 
Fonte: De Almeida et al. (2017). 


Tabela 14.11 Valores de referenda 

e diagnostico diferencial das meningites agudas 

e cronicas atraves do LCR. 


Normal 

Aguda 


Cronica 




Bacteria 

Viral 

Tb 

Fungo 

Pressao mm/H 2 0 

100-200 

N/t 

N/t 

N/t 

N/tt 

Aspecto 

Claro 

Turvo/purulento 

Claro/turvo 

Claro/turvo 

Claro/turvo 

Cor 

Incolor 

branco 

Incolor 

Xantocromico 

Branco 

Celulas/mm 3 

3-5 

> 1.000 neutrofilos > 

500 linfocitos 

< 500 linfocitos < 

500 linfocitos 

Proteinas mg/dL 

L-45 

tt 

N/t 

t 

N/t 

Glicose mg/dL 

50-60 


N 

u 

i 

Lactato mmol/L 

< 3,5 

> 3,5 

< 3,5 

> 3,5 

> 3,5 


Fonte: Almeida et al, 2007. 
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berg; Knight, 1993). A concentra^ao normal da glicose no 
LCR corresponde a dois tergos da glicose plasmatica. Como 
a glicose e transportada ativamente por difusao simples atra- 
ves da barreira hematoencefalica, os niveis de glicose no 
LCR sao diretamente proporcionais aos niveis plasmaticos, e 
a analise simultanea dos niveis da glicose no LCR e no soro 
se faz necessaria. A rela^ao de glicose do LCR/soro menor 
que 0,6 e considerada alterada (Dimas; Sohler, 2008; Gilhus et 
al ., 2011; Mundt; Shanahan, 2012). 

O LCR leva cerca de 2 a 4 horas para equilibrar a alte- 
ragao de glicose do sangue. Portanto, a glicemia deveria ser 
coletada cerca de duas horas antes da pungao lombar para 
que haja tempo de ocorrer o equilibrio entre o sangue e o 
LCR. Porem, isso nem sempre e possivel nas salas de emer- 
gencia. Nesses casos, a coleta de amostra de sangue para gli¬ 
cemia pode ser realizada concomitante a pungao liquorica. 
As amostras devem ser testadas imediatamente apos a pungao 
lombar porque a glicolise ocorre rapidamente no LCR (Ven- 
katesh et al., 2000; Strasinger; Lorenzo, 2009). 

A hipoglicorraquia, com niveis de glicose < 45 mg/dL 
ou relagao glicose LCR/glicose soro < 0,6, geralmente ocor¬ 
re em situagoes de hipoglicemia ou no caso de aumento do 
consumo de glicose pelo SNC, como nas meningites agudas 
bacterianas. As meningites cronicas, principalmente menin¬ 
gites por tuberculose ou fungicas, apresentam diminui^ao de 


glicose no LCR (Tabela 14.11) (Venkatesh et al ., 2000; Al¬ 
meida et al ., 2007). 

Os niveis de glicose no LCR sao parametros importantes 
para o diagnostico diferencial das meningites agudas bacte- 
riana da viral. Na meningite bacteriana a glicose esta usual- 
mente diminuida e na viral os niveis de glicose estao dentro 
dos valores de referenda. Os niveis de glicose retornam ao 
normal dentro de 36 a 48 horas apos o inicio da terapia anti- 
bacteriana efetiva (Venkatesh et al ., 2000). 

A hiperglicorraquia nao tern significado clinico e e relata- 
da quando a concentragao de glicose no sangue tambem esta 
aumentada, como em pacientes diabeticos (Gilhus et al., 2011). 

Lactato no LCR 

Os valores normais de lactato no LCR estao entre 10 e 
20 mg/dL (1,1 a 2,2 mmol/L). Os niveis de lactato no LCR, 
diferente dos niveis de glicose, nao sao dependentes da con- 
centragao sanguinea, ha produgao intratecal de lactato. 

A determinate dos niveis de lactato e utilizada na dife- 
renciato de meningites agudas, bacterianas e virais (Figura 
14.20). O ponto de corte e 3,5 mmol/L, aumentado nas me¬ 
ningites bacterianas e entre os valores normais nas meningites 
e encefalites virais. O aumento do lactato esta intimamente 
relacionado a baixos niveis de glicose (Dimas; Sohler, 2008; 
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Figura 14.20 Concentra^ao de lactato (mmol/L) em diferentes grupos. 

1. Meningite viral; 2. LCR sugestivo de meningite viral, porem, com predormnio de neutrofilos; 3. Meningite bacteriana aguda; 4. Meningite cronica; 5. 
Doen^as neurologicas cronicas nao infecciosas; 6. LCR com caracteristicas citologicas e bioquimicas normais; 7. LCR normal, porem, com presenga de 
hemacias. A quantificagao de lactato no LCR foi eficaz no diagnostico diferencial das meningites virais e bacterianas (grupos 1, 2 e 3), mesmo nos casos 
sugestivos de meningite viral com predormnio de neutrofilos no LCR (grupo 2). A presenga de hemacias no LCR nao cursou com aumento dos niveis de 
lactato e este nao foi diferente do grupo controle normal (grupos 6 e 7). 

Fonte: Almeida et al, 2009. 
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p = 0,0002 


PCR 
B V 


Figura 14.21 Biomarcadores no LCR para diagnostics diferencial entre as meningites agudas bacteriana (B) e viral (V), glicose (mg/dL), 
lactato (mmol/L), lactato desidrogenase (LDH,U/L) e proteina C reativa (PCR, mg/dL). 

Fonte: Almeida et al., 2011. 


Almeida et al, 2009). Diferente da glicose, os niveis de lactato 
no LCR independem dos niveis serios. 

A concentragao do lactato encontra-se aumentada nas 
meningites cronicas fungicas e por Micobacterium tuberculosis. 
O aumento do lactato nas meningites agudas esta intima- 
mente associado a baixos niveis de glicose (Dimas; Sohler, 
2008; Almeida et al, 2009). 

Outros biomarcadores bioquimicos quantificados no 
LCR, e que podem auxiliar no diagnostico diferencial entre 
as meningites agudas, estao indicados na Figura 14.21 (Al¬ 
meida et al, 2011). A quantifica^ao da enzima lactato desi¬ 
drogenase (LDH) pode ser utilizada, tambem, para diferenciar 
a hemorragia intracraniana da pungao traumatica, pois nas 
hemorragias o LDH tern seus niveis aumentados e na pungao 
traumatica nao ocorre um aumento significativo do LDH 
(Gnutzmann et al, 2016). 

Giutamina no LCR 

A giutamina e um aminoacido produzido no SNC a 
partir da amonia e do a-cetoglutarato. Os valores normais 
de giutamina no LCR estao entre 8 e 18 mg/dL. A amonia 
e produzida no intestino e transportada ate o figado onde 
e metabolizada no ciclo da ureia. Em pacientes com insu- 
ficiencia hepatica ou shunts portossistemicos, a formagao 
da ureia esta prejudicada, aumentando os niveis de amonia 
plasmatica. A amonia atravessa a barreira hematoencefalica, 
e metabolizada nos astrocitos e produz a giutamina. O au¬ 
mento na produ^ao de giutamina pode indicar uma eleva- 


gao dos niveis de amonia. A determinagao da giutamina e 
um metodo indireto para detectar um excesso de amonia no 
LCR (Mesejo et al, 2008; Strasinger; Lorenzo, 2009). Niveis 
elevados de giutamina sao vistos na encefalopatia hepatica. 
A determinagao da giutamina tern utilidade clinica para 
detectar a presen^a de amonia, principalmente em pacientes 
em coma (Melo et al, 2003; Strasinger; Lorenzo, 2009). 

Adenosina deaminase no LCR 

A adenosina deaminase (ADA) e uma enzima que 
participa no metabolismo das purinas, onde degrada a 
adenosina produzindo a inosina e a amonia. A adenosina 
deaminase e encontrada principalmente nos linfocitos T e 
esta diretamente relacionada com a ativa^ao dessas celulas 
(Miranda et al, 2008; Feres et al, 2008). 

Niveis aumentados de ADA tern sido observados em 
condigoes que envolvem a prolifera^ao dos linfocitos T, 
como nas meningites tuberculosas, febre tifoide e mono- 
nucleose. A importancia da dosagem de ADA em liquidos 
organicos ja esta bem estabelecida, mas ainda existe dificul- 
dade na utilizagao da ADA como metodo diagnostico, pois 
existe uma variagao muito grande nos niveis de normalida- 
de (VR:4 a 9 U/L). No LCR, o valor de corte preconizado 
pela literatura e de 9 U/L para o diagnostico de meningite 
tuberculosa. A ADA demonstra ser um parametro muito 
importante para o diagnostico de meningite tuberculosa, 
apesar de nao ser patognomonico da doenga (Miranda et al, 
2008; Feres et al, 2008). 
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Marcadores de Iesao neuronal 

Biomarcadores que fazem parte da cadeia de metabolismo 
amiloide, como p-amiloide 42, proteina Tau e Tau fosforila- 
da (Tabela 14.12), sao utilizados principalmente no auxilio do 
diagnostico de Doenga de Alzheimer (DA). Os perfis destes 
marcadores no LCR na DA sao: diminuigao de p-amiloide 42 
e aumento de proteina Tau e, principalmente, da Tau fosfori- 
lada. Relagoes e indices entre esses marcadores sao descritos 
para aumentar sua sensibilidade (McKhann et al, 2011). Ou- 
tros marcadores, com neurofilamentos de cadeia leve, tern sido 
descritos como possiveis marcadores na DA. 


Outros biomarcadores 

Diversos biomarcadores no LCR tern sido descritos para 
auxiliar no diagnostico de uma serie de condigoes neurolo- 
gicas (Tabela 14.12). 

Alguns biomarcadores sao promissores para diagnostico 
de doenqas neurologicas, como neurofilamentos de cadeia 
leve, quimiocinas, P2-microglobulina, e neopterina (Blen- 
now, 2017; Brinkmalm, 2017). 

A analise proteomica do LCR vem se destacando, e 
consiste no estudo da expressao, localizagao e estrutura das 
proteinas ali presentes atraves de tecnicas atuais de separagao 


Tabela 14.12 Biomarcadores no LCR, suas caracteristicas e finalidade. 

Biomarcador 

Caracteristicas 

Finalidade 

CD40 soluvel ligante 
(sCD40L ou soluble CD40 ligand) 

Citocina pro-inflamatoria 

Marcadores inflamatorios 

Cistatina C 

{gamma-trace cystatln) 

Proteina sintetizada por todas as celulas 
nucleadas, inclusive os neuronios. A cistatina se 
liga a proteina p-amiloide inibindo sua agregaqao 
e deposito nos neuronios 

Marcador de neuroproteqao 

Interleucinas 

Citocinas envolvidas na regulaqao da resposta 
imune e nas reaqoes inflamatorias 

Marcadores inflamatorios 

Peptideos p-amiloides 
(Ap ou Amyloid p peptides ; 

Ap42) 

Peptideos derivados da clivagem da proteina 
precursora amiloide (APP), e principals 
componentes das placas amiloides neuriticas 

Marcador de 
neurodegeneraqao 

Prostaglandina D2 sintetase ou 
p-trace proteina 
(L-PGDS ou lipocalin-type 
prostaglandin D2 synthase) 

Proteina secretada pelas celulas do plexo coroide, 
envolvida no metabolismo da proteina p-amiloide 

Marcador de neuroproteqao/ 
Marcador de fistula liquorica 
(rinorreia) 

Proteina basica da mielina 
(MBP ou myelin b) 

Proteina presente na bainha de mielina dos 
neuronios 

Marcador de Iesao neuronal 
(dano na mielinizaqao) 

Proteina quimioatraente para 
monocitos 1 

Citocina pro-inflamatoria 

Marcadores inflamatorios 

(MCP-1 ou Monocyte c 
hemoattractant protein-1) 



Proteina SI 00 

{SI00 calcium binding protein p) 

Proteina estrutural do SNC, produzida e secretada 
por celulas da glia (especialmente astrocitos) 

Marcador de Iesao neuronal 

Proteina TAU 

(Tau total ou T-tau e Tau fosforilada 
na treonina 181 ou P-tau) 

Responsavel por estabilizar o citoesqueleto 
neuronal. Quando esta na forma hiperfosforilada, 
a proteina TAU perde sua funqao permitindo a 
formaqao de emaranhados neurofibrilares 

Marcador de Iesao neuronal 

Sulfatideos 

Principal glicoesfingolipidio da mielina humana 

Marcador de Iesao neuronal 

Glutamina 

Transtiretina 

(TTR ou transthyretin) 

Proteina secretada pelo plexo coroide, envolvida 
no transporte da proteina p-amiloide 

Marcador de neuroproteqao 


Fonte: (Pfanner, 2017; Mantur, 2011; Brinkmalm, 2017; Hajdukova, 2015). 
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e identificapao, como a eletroforese bidimensional associada 
a cromatografia, espectrometria de massa e bioinformatica 
(BRINKMALM, 2017). 

■ LCRDE RECEM-NASCIDOS 

O LCR em recem-nascidos (ate os 28 dias) e prematuros 
apresenta caracteristicas fisicas, celulares e bioquimicas diferen- 
tes de crianpas nascidas a termo e dos adultos. Os valores de 
proteinas totais: 15 a 100 mg/dL; leucocitos: 0 a 30 /pL; ci- 
tologia diferencial: linfocitos: 20% ± 15%, monocitos: 70% ± 
20% e neutrofilos: 4% ± 4%. Essas caracteristicas se alteram a 
medida que o encefalo e a barreira hematoencefalica se desen- 
volvem (Reis et al, 1980; Fishman, 1992). A dificuldade em se 
estabelecer valores normais de LCR nesta faixa etaria se deve 
ao fato de nao se puncionar RN ou prematuros normais. 

■ ANALISE MICROBIOLOGICA 

As infecpoes do SNC possuem alta morbidade e mor- 
talidade, o que requer diagnostico e intervenpao rapidos. Os 


processos infecciosos podem acometer pacientes imunolo- 
gicamente higidos ou imunocomprometidos, que incluem 
meningites, encefalites, cistos e abscessos cerebrais. Podem ter 
evolupao aguda ou cronica e etiologia bacteriana, viral, fun- 
gica, parasitaria ou prionica, como a doenpa de Creutzfeldt- 
-Jakob. As infecpoes bacterianas e virais sao as mais comuns 
(Deigendesch, 2017;Thompon,Thakur, 2017). Os principals 
agentes causadores de infecpao do SNC estao descritos na 
Tabela 14.13, e os agentes etiologicos comuns em nosso meio 
estao indicados em negrito. 

A analise microbiologica do LCR e importante princi- 
palmente no diagnostico etiologico das infecgoes do SNC, 
mas varios metodos estao disponiveis com eficacia diferente, 
dependendo do agente etiologico. A amostra de LCR deve 
sempre ser coletada em tubos estereis (Anvisa, 2004). 

A amostra encaminhada para as analises microbiologicas 
deve ser mantida em temperatura ambiente apos a coleta e o 
envio ao laboratorio, e processamento deve ser o mais rapido 
possivel; nao deve ser resfriada ou congelada, pois a diminui- 
£ao da temperatura reduz muito a positividade da cultura, 


Tabela 14.13 Agentes infecciosos causadores de infec^ao no SNC. 


Bacterias 

Virus 

Fungos 

Parasitas 

Gram positivas 

DNA Virus 

Cryptococcus sp 

Protozoa rios 

Streptococcus pneumoniae 

HSV-1/2 

Aspergillus sp 

Plasmodium falciparum 

Listeria monocytogenes 

Citomegalovirus 

Histoplasma capsulatum 

Toxoplasma gondii 

Acinetobacter calcoaceticus 

Varicela Zoster 

Paracoccidiodis sp 

Acanthamoeba spp 

Bacterioides spp 

Epstein Barr 

Candida albicans 

Balamuthia mandrillaris 

Staphylococcus aureus 
Staphylococcus epidermitis 

HHV-6 

HHV-8 

Adenovirus 


Naeglia fowled 

Helmintos 

Gram negativas 

Haemophilus influenzae B 

Virus JC 


Cisticercus cellulosae 

Schistosoma mansoni 

Neisseria meningitidis 

RNA Virus 


Echinococcus granulosus 

Escherichia coli K1 

Enterovirus 


Angiostrongylus cantonensis 

Klebsiella pneumoniae 
Aerobacter spp 

Citrobacter spp 

Proteus spp 

Pseudomonas aeruginosa 
Salmonella spp 

Serratia spp 

Espiroquetas 

Treponema pallidum 

Leptospira spp 

Arbovirus (Zika, dengue, 
West Nile) 

Virus da coriomeningite 
linfocitaria 

Parechovirus 

HIV 

HTLV-1/2 

Virus da Caxumba 

Virus da Rubeola 

Virus do Sarampo 

Virus da Raiva 


Onchocerca spp 


Micobacterias 

Mycobacterium tuberculosis 


Fonte: Anghebem-Oliveira, 2016; Monticelli 2018; Deigendesch, 2017; Thompon, Thakur, 2017; Krol-Turmi SKA & Olender, 2017. 
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principalmente para as bacterias mais frequentemente cau- 
sadoras de meningite. Se possivel, o LCR que sera encami- 
nhado para cultura de bacterias deve ser coletado em meio 
de transporte contendo <%ar chocolate, pois isso aumenta a 
possibilidade de isolamento das bacterias. 

O processamento do material inicia-se com sua centrifu- 
gagao a 1.500 x g por 15 minutos, para posterior preparagao de 
laminas coradas e culturas a partir do sedimento (Brunzel, 2013). 

A aliquota destinada para os testes de biologia molecu¬ 
lar deve ser coletada em tub os livres de enzimas RNAse ou 
DNAse, que podem destruir o material genetico que se pro- 
poe a pesquisar. Mesmo na disponibilidade de testes de bio¬ 
logia molecular, os testes microbiologicos tradicionais devem 
ser realizados. 

Analise microscopica - colorapoes 
microbiologicas 

A principal coloragao utilizada para a analise micro- 
biologica microscopica do LCR e a coloragao de Gram. 
A colora^ao de Gram identifica bacterias Gram-negativas, 
Gram-positivas, e cora todos os fungos como Gram-positivos. 
Quando realizada por profissionais bem treinados, a colora- 
qao de Gram apresenta uma sensibilidade de 60% a 90% e 
especificidade proxima de 100% (Anvisa). 

As meningites cronicas estao entre as sindromes neuro- 
logicas de mais dificil investigagao. Podem ser de etiologia 
infecciosa ou nao infecciosa. Quando ha suspeita clinica de 
infec^ao fungica ou quando estruturas fungicas sao destacadas 
pela coloragao de Gram, outras coloragoes especificas como 
a Tinta da China ou a nigrosina devem ser realizadas (Figu- 
ra 14.22). Na suspeita clinica de neurotuberculose, a pesquisa 
direta de bacilos alcool-acido resistentes deve ser feita pela Co¬ 
lorado de Ziehl-Neelsen ou pela coloragao modificada a frio 
Ziehl-Gabbet (Kent, 1985) ou auramina (Mundt, Shanahan). 



Figura 14.22 Criptococcus sp com gemulagdes. Coloraqao Tinta 
da China. 

Fonte: Autores. 


A Colorado de Wright pode ser util na identificagao de 
amebas de vida livre. A Naegleria fowleri apresenta tamanho 
entre 15 e 20 micras, citoplasma azul celeste e nucleo violeta 
finamente granulado (Brunzel). 

Culturas 

Na suspeita de meningite aguda, as culturas do LCR 
devem sempre ser realizadas para identificagao da bacte¬ 
ria e teste de sensibilidade aos antimicrobianos. As bacterias 
mais comumente causadoras de meningite bacteriana aguda 
em criangas acima de 30 dias e adultos sao Neisseria menin¬ 
gitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae (Fi- 
guras 14.23 a 14.25). No periodo neonatal, as meningites 
bacterianas agudas sao causadas por agentes Gram-negativos, 



Figura 14.23 Bacterias intracelulares, sugestivas de Neisseria menin- 
gitides (Aumento 1.000X). Colorado de May Grunwald-Giemsa. 

Fonte: Autores. 



Figura 14.24 Bacterias intracelulares, sugestivas de Neisseria menin- 
gitides (Aumento de 1.000X). Colorado de May Grunwald-Giemsa. 
Fonte: Autores. 
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Figura 14.25 Bacterias intracelulares, sugestivas de Streptococcus pneu¬ 
moniae (Aumento de 1.000X). Coloracao de May Grunwald-Giemsa. 
Fonte: Autores. 


Tabela 14.14 Metodos imunologicos e principais aplica^oes. 

Metodo 

Aplicagao 

Teste de aglutinagao com 
latex 

Criptococcus sp. 
Haemophilus influenza 
Streptococcus pneumoniae 
Neisseria meningitides 

Imunofluorescencia 

indireta 

Cysticercus cellulosae 

ELISA - Pesquisa de 
anticorpos 

Cysticercus cellulosae 
Toxoplasma gondii 

VDRL 

Treponema pallidum 


ELISA: Enzime-Linked Immunosorbent Assay; VDRL: Venereal Disease 
Research Laboratory. 

Fonte: Strasinger; Mundt; Anvisa. 


principalmente estreptococos do grupo B (SGB - predomi- 
nantemente do tipo III), Escherichia coli (particularmente as 
cepas contendo o polissacarideo Kl), Listeria monocytogenes, 
enterococos, estreptococos do grupo D nao enterococos, es¬ 
treptococos a-hemoliticos, Klebsiella sp, Enterobacter sp, Citro- 
bacter diversus. 

Apos os procedimentos de coloragao, o sedimento da 
amostra de LCR centrifugada e inoculado em caldo tiogli- 
colato e semeado em placa de agar sangue e em placa de agar 
chocolate incubada a 37 °C, em atmosfera com 10% de C0 9 . 
Para a identificagao de Neisseria meningitidis recomenda-se 
o meio seletivo Thayer-Martin modificado. Na suspeita de 
Haemophilus influenzae, tiras de X-V podem ser aplicadas na 
placa de agar sangue. A antibioticoterapia previa a coleta do 
LCR reduz em cerca de 50% a chance de crescimento do 
agente infeccioso nos meios de cultura (Anvisa). 

Para a pesquisa de fungos ou micobacterias, o sedimento 
deve ser semeado em meios especificos como agar Sabou- 
raud,Mycosel ou Lowenstein Jensen, respectivamente (Brun- 
zel, Mundt, Anvisa). 

■ ANALISE IMUNOLOGICA 

Os exames imunologicos sao indicados na investigagao 
das meningites bacterianas agudas, principalmente nos casos 
com LCR atipico ou casos parcialmente tratados, alem da in- 
vestigagao de sifilis, Criptococcus sp, cisticercose, toxoplasmose, 
entre outros. Testes rapidos para detecgao de antigenos ou 
anticorpos contra agentes causadores de infecgoes no SNC 
tern sido utilizados em servigos de emergencia, mas nao subs- 
tituem as coloragoes microbiologicas e as culturas em fungao 
da possibilidade de resultados falso-positivos ou falso-negati- 
vos.ATabela 14.14 especifica alguns metodos imunologicos 
e suas principal indicates. 


Para investigagao de sifilis no SNC, o VDRL ( Vene¬ 
real Disease Laboratory) no LCR e o metodo mais indicado. 
VDRL positivo faz o diagnostico, porem, VDRL negativo 
nao afasta neuros/filis. Testes treponemicos como o FTA-abs 
(Fluorescent treponemal antibody absorption), MHA-TP (micro- 
-hemaglutinagao para Treponema pallidum) eTPPA ( Treponema 
pallidum particle agglutination assay) podem apresentar resul¬ 
tados falso-positivos no LCR por detectar anticorpos pro- 
duzidos sistemicamente e nao intratecal. Amostras de LCR 
hemorragicas, com acidente de pungao, podem apresentar 
resultados falso-positivos tanto nos testes treponemicos como 
nao treponemicos (Fishman, 1992). 

A detecgao do antigeno criptococico no LCR e uma fer- 
ramenta essencial no diagnostico de meningite por criptoco- 
cos. Deve ser realizada no LCR de todos os pacientes HIV 
com suspeita de meningite ou quaisquer sintomas do SNC. A 
realizagao da detecgao do antigeno criptococico no LCR deve 
ocorrer independentemente de outros parametros do LCR 
alterados. Testes comercialmente disponiveis para detecgao do 
antigeno criptococico no LCR, por aglutinagao de latex ou 
ELISA, estao disponiveis ha varios anos. Recentemente foi 
descrito o ensaio de fluxo lateral para antigeno criptococico 
no LCR (LFA), que detecta rapidamente a capsula polissacari- 
dica criptococica usando anticorpos monoclonais anti-cripto- 
cocicos conjugados com ouro (Abassi et al, 2015). 

■ METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR 

As infec^oes virais do SNC sao classificadas em meningi¬ 
tes ou encefalites. As primeiras sao causadas principalmente por 
enterovirus; as encefaHtes nao epidemicas sao causadas prin¬ 
cipalmente por HSV-1, enquanto nas encefalites epidemicas 
as arboviroses sao causas relevantes (Van de Beek e Brouwer, 
2017; Puccioni-Sohler et al, 2013; Solomon, 2004). 
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Atualmente, a investigacao dos agentes virais e feita por me- 
todos de biologia molecular, e a rea^ao em cadeia da polimerase 
em tempo real (qPCR) e o metodo mais indicado. A positivida- 
de dos metodos de biologia molecular depende de uma serie de 
fatores como: qualidade da amostra, a amostra deve sempre ser 
encaminhada em gelo e coletada em tubos adequados. O tempo 
decorrido entre o inicio dos sintomas e a coleta da amostra e 
importante (Figura 14.26). A acuracia dos metodos de biologia 
molecular varia de acordo com o agente envolvido. 



onset and lumbar puncture 


Figura 14.26 Rela^ao da detec^ao por PCR com atraso entre ini- 
cio dos sintomas neurologicos e pun^ao lombar. 

Fonte: Davies NWS etai, 2005. 

A quantifica^ao de carga viral do HIV pode ser realizada, 
porem, atualmente possui indica^ao clinica limitada. Esta in- 
dicada no caso de alteragoes neurologicas, principalmente no 
disturbio neurocognitivo associada ao HIV (Hand), com sus- 
peita de escape do HIV no SNC. O escape do HIV no SNC 
e definido quando ha aumento da carga viral de pelo menos 
um log no LCR maior que o sangue periferico. 

O sequenciamento de nova geragao permite identificar 
compartimentalizagao do HIV no SNC, isto e, quando ha o 
desenvolvimento de especies diferentes no LCR comparadas 
com o sangue periferico (Figura 14.27), sendo indicado ape- 
nas para pesquisa. 

Para investigagao dos agentes etiologicos das meningi- 
tes bacterianas agudas estao disponiveis metodos de biolo¬ 
gia molecular, PCR multiplex em tempo real, porem, estes 


metodos precisam ser mais bem avaliados no LCR (Steiner, 
2012). O mesmo e valido para os metodos de biologia mo¬ 
lecular para diagnostico de neurotuberculose, inclusive Ge- 
neXpert (Steniner, 2012; Katoch, 2004). 

Seguem nas Figuras 14.28 a 14.36 imagens de celulas 
e microrganismos encontrados em amostras de liquido ce¬ 
falorraquidiano objetivando auxiliar no esclarecimento das 
duvidas em relagao ao LCR. 



Figura 14.27 Arvore de maxima verossimilhan^a de sequencias 
parciais de HIV (C2-V3) do LCR e celulas mononucleares do san¬ 
gue periferico (PBMC). 

A topologia da arvore revelou evidences de variantes monofileticas 
do HIV em PBMC (pontos pretos) e CSF (pontos cinzentos). A 
compartimentalizagao do HIV entre PBMC e CSF foi confirmada por FST 
approach, p < 0,01. 

Fonte: Almeida et ai, 2017. 
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Figura 14.28 Celulas ependimarias (Aumento 1.000X). Colorado de May Grunwald-Giemsa. 
Fonte: Autores. 



Figura 14.29 Celulas do plexo coroide (Aumento 1.000X). 
Colorado de May Grunwald-Giemsa. 

Fonte: Strasinger, Lorenzo, 2009. 



Figura 14.31 Macrofagos (Aumento 1.000X). Colorado de May 
Gr un wald- Gi emsa. 

Fonte: Autores. 



Figura 14.30 Condrocito (Aumento 1.000X). Colorado de May 
Gr un wald- Giems a. 

Fonte: Autores. 



Figura 14.32 Eritrofagos (Aumento 1.000X). Colorado de May 
Grun wald- Gi ems a. 

Fonte: Autores. 
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Figura 14.33 (A) Macrofago com hemossiderina (siderofago) (Aumento 1.000X), (B) Agrupamento de macrofagos com hemossiderina 
(Aumento 400X). Colorado de May Grunwald-Giemsa. 

Fonte: Autores. 



Figura 14.34 Criptococcus sp (Aumento 1.000X). 
Colorado de May Grunwald-Giemsa. 

Fonte: Autores. 



Figura 14.35 Macrofago com cristal de hematoidina (Aumento 
1.000X). Colorado de May Grunwald-Giemsa. 

Fonte: Autores. 



Figura 14.36 Candida albicans (Aumento 400X). Colorado de 
May Grunwald-Giemsa. 

Fonte: Autores. 
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bulos seminiferos, onde sao formados os espermatozoides. Cada 
testiculo e envolvido por uma capsula de tecido conjuntivo den- 
so, de cor branquicenta, que recebe o nome de tunica albuginea. 

Os tubulos seminiferos sao cilindricos e representam 
70% dos testiculos. Seu comprimento varia de 40 a 70 cm, e 
o diametro entre 150 e 280 micra. Os tubulos seminiferos sao 
enovelados e perdem sua tortuosidade em seu extremo inter- 
no, transformando-se em tubo reto para desembocar numa 
estrutura chamada reds tesds, a qual, atraves dos canais eferen- 
tes, estabelece conexao entre o testiculo e suas vias excretoras, 
que sao o epididimo e o canal deferente. 


■ ANATOMIA DO APARELHO REPRODUTOR 
MASCULINO 

O aparelho reprodutor masculino e formado basicamen- 
te por tubos e condutos (testiculos, epididimo, canal deferente 
e ducto ejaculador), glandulas acessorias (prostata e uretrais) e 
o penis, conforme representado pela Figura 15.1. 

Testiculos 

Sao em numero de dois e medem cerca de 3,5 a 4,5 cm em 
seu maior diametro, e 2,5 cm na largura. Sao formados pelos tu- 
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Figura 15.1 Aparelho reprodutor masculino. 
Fonte: Pereira O.S.Janini J.B.M., 2001. 












Tratado de Analises Clinicas 


Os tubulos seminiferos apresentam uma luz central e um 
epitelio estratificado constituido pelas celulas de Sertoli e ce- 
lulas germinativas. 

O tecido intersticial entre os tubulos seminiferos e 
formado por celulas de Leydig, vasos sanguineos, canais 
linfaticos e numerosos macrofagos.Tem a fungao de pro- 
du^ao dos espermatozoides e elaborate de secre^oes in- 
ternas. 

As fungoes das celulas de Sertoli sao de nutri^ao e 
suporte fisico do epitelio germinativo, e de mediar o me- 
canismo de a^ao do FSH. Nas celulas de Sertoli estao os 
receptores de membranas especificas para o FSH e, ainda, 
sao responsaveis pela produgao de ABP (proteina ligado- 
ra de androgenios) e inibina, hormonio que faz o retro- 
controle negativo da secrete e liberate do FSH. Tem 
atividade esteroidogenica e fagocitam as celulas que se 
degeneram durante a espermiogenese ao nivel do epitelio 
germinativo. 

As celulas de Leydig sao responsaveis pela sintese de tes- 
tosterona sob agao do LH para o qual tem receptores especi- 
ficos de membrana. 

Epididimo 

Apresenta-se como uma curvatura concava para baixo, 
situada sobre o testiculo. O epididimo e dividido em tres par¬ 
tes: cabe^a, corpo e cauda. E um tubo unico, extremamente 
convoluto, medindo de 4 a 6 metros de comprimento, e tem 
como fungao a maturate, o armazenamento e a condugao 
dos espermatozoides. 

Ductos deferentes 

Medem cerca de 35 a 40 cm de comprimento, 2 mm 
de diametro, e a luz nao ultrapassa 0,5 mm. Iniciam a partir 
da cauda do epididimo e terminam no ponto de jungao das 
vesiculas seminais e do conduto ejaculador. A extremidade 
terminal e alargada, formando a parte ampolar, que se unindo 
ao ducto da vesicula seminal, vao dar origem ao canal ejacu¬ 
lador que desemboca na uretra prostatica. 

Vesiculas seminais 

Medem cerca de 5 a 7 cm de comprimento e 2 cm de 
diametro na portae mais larga. Localizam-se entre a bexiga 
e o reto. Cada uma se liga a portae final de cada um dos 
canais deferentes. Sua fungao e a de promover a mistura dos 
espermatozoides com as secre^oes condutoras e nutritivas, a 
fim de formar o semen. Sao estruturas alongadas e receberam 
o nome de vesiculas seminais, por serem consideradas reser- 
vatorios de semen, com capacidade para armazenar de 4 a 6 
mL de liquido. Tem como fun^ao a mistura dos espermato¬ 
zoides com as secre^oes condutoras e nutritivas para formar 
o semen, e sao responsaveis pela sua coagulate. 

Ductos ejaculadores 

Medem cerca de 2 cm de comprimento e seu calibre di- 
minui de cima para baixo, sua luz inicia com 1 mm e termina 


com 0,5 mm. Anatomicamente, se formam na terminate em 
angulo agudo dos canais deferentes e das vesiculas seminais. 
Penetram obliquamente na prostata, para baixo, e terminam 
na uretra posterior ao nivel do utriculo prostatico.Tem como 
fungao a mistura dos espermatozoides com as secregoes con¬ 
dutoras e nutritivas para formar o semen. 

Prostata 

E uma glandula situada na cavidade pelvica e forma 
corpo com a bexiga e a uretra. A uretra passa pelo meio da 
prostata, e nesse trajeto recebe o nome de uretra prostatica. 
Tem como fun^ao a mistura dos espermatozoides com as se¬ 
cretes condutoras e nutritivas para formar o semen e sao 
responsaveis pela sua liquefa^ao. 

Uretra 

Mede cerca de 17 a 20 cm de comprimento e vai do 
trigono da bexiga ate a ponta do penis. Anatomicamente, 
apresenta orificio uretral interno, uretra prostatica, uretra 
membranosa, uretra cavernosa e orificio uretral externo.Tem 
como fungao a eliminate do semen. 

Penis 

O penis, a uretra e as glandulas acessorias sao as unicas 
partes do aparelho genital masculino que tem fungoes con- 
juntas com o aparelho urinario. 

O penis e constituido de tres formates cilindricas, sen- 
do duas localizadas lateralmente e conhecidas como corpos 
cavernosos, e uma localizada medianamente, conhecida como 
corpo esponjoso, que abriga a uretra. O tecido dos corpos 
cavernosos e irrigado por grandes veias sinusais que contem 
pouco sangue, quando o penis esta em repouso, mas tornam- 
-se fortemente ingurgitadas e dilatadas quando em eregao. 
Tem como fungao a eliminagao do semen. 

Glandulas acessorias 

■ Glandulas de Littre: localizadas no tecido periuretral 
da uretra peniana e sao mais numerosas na cobertura da 
uretra. 

■ Glandulas de Cowper: localizadas na uretra membranosa. 

■ Glandulas de Morgani: localizadas na cobertura da 
uretra peniana e dentro dos quais as glandulas de Littre 
se esvaziam. 

■ CARACTERISTICAS DO PLASMA SEMINAL 

O plasma seminal e composto pela secre^ao das glandulas 
uretrais (cerca de 1% do volume seminal), secregao prostatica 
(13% a 23% do volume seminal), sendo os componentes desta 
responsaveis pela liquefagao do semen e pela secre^ao das ve¬ 
siculas seminais (46% a 80% do volume seminal), responsaveis 
pela coagulagao do semen. 

Tambem compoem o plasma seminal hormonios como 
FSH, LH,Testosterona, DHT e Prolactina. 
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ESPERMATOGENESE 

Inicio entre 13 e 15 anos de idade sob a agao dos hor- 
monios gonadotroficos adeno-hipofisarios, permanecendo 
praticamente pelo resto da vida. E dividida em fase proli- 
ferativa (divisao das espermatogonias), fase meiotica (divisao 
reducional) e espermiogenese (transformagao da espermatide 
em espermatozoide maduro) e o processo como um todo 
dura em tor no de 70 a 74 dias. 

Fases da espermatogenese 

O esquema abaixo resume as fases da espermatogenese. 
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Agoes hormonais sobre a espermatogenese 

Os hormonios sao fatores indispensaveis a espermatoge¬ 
nese. Sao eles: 

■ Hormonio do crescimento (HGH): promove a 
divisao inicial das espermatogonias. Na ausencia desse 
hormonio, a espermatogenese e deficiente ou totalmen- 
te ausente. 


■ Hormonio foliculo estimulante (FSH): secretado 
pelo lobo anterior da hipofise, penetra no tubulo semi- 
nifero e estimula a sintese proteica atraves dos receptores 
especificos existentes na celula de Sertoli. 

■ Hormonio luteinizante (LH): secretado pelo lobo 
anterior da hipofise, penetra no tubulo seminifero e esti¬ 
mula as celulas de Leydig a secretar testosterona. 

■ Testosterona: regula a concentragao periferica do LH 
e atua sinergicamente com o FSH sobre a produgao 
dos espermatozoides. A testosterona inicia a espermato¬ 
genese e a meiose das celulas germinativas, enquanto a 
diferenciagao da espermatide em espermatozoide e con- 
trolada pelo FSH. 

■ Prolactina: tambem e envolvida no mecanismo da es¬ 
permatogenese regulando a libera^ao de gonadotrofmas 
e atuando sinergicamente com o LH, aumentando a 
esteroidogenese. Tern efeito estimulante na utilizagao da 
glicose e na atividade da adenilciclase e ATPase dos es¬ 
permatozoides, influenciando a motilidade e a capacita- 
£ao espermatica por promover maior captagao de calcio 
pelos espermatozoides. 

■ COLETA E PREPARO DA AMOSTRA 

O exame normalmente e precedi do de abstinencia se¬ 
xual de dois a sete dias e examina-se o produto de uma unica 
ejaculagao. 

Deve ser registrado o nome da pessoa, o periodo de abs¬ 
tinencia, data e hora da coleta, assim como o periodo de in- 
tervalo entre a coleta e o exame, e medicamentos em uso, 
dado este de extrema importancia visto que pode influenciar 
sensivelmente na contagem dos espermatozoides. 

A sala de coleta deve ser silenciosa e distante dos ruidos 
normais do laboratorio, a fim de amenizar os efeitos inibito- 
rios sobre o paciente. Instruir o paciente para evitar perda do 
material, principalmente o 1- jato, pois invalida a realizagao 
do exame. 

O frasco deve ser esterilizado e, se possivel, de plastico 
nao espermicida. As maos e o penis devem ser lavados, e je¬ 
juna alimentar nao e requerido. 

O ideal e que pelo menos duas amostras sejam coleta- 
das para avalia^ao inicial. O intervalo entre as duas coletas 
dependent das circunstancias locais, mas nao deve ser menor 
que sete dias ou maior que noventa dias. Se o resultado dessas 
duas analises for marcadamente discrepante, analises adicio- 
nais deverao ser realizadas, pois esta presente na emissao do 
liquido seminal uma importante varia^ao biologica. 

A coleta domiciliar deve ser usada somente como al- 
ternativa em impedimentos fisicos e/ou emocionais. Se a 
coleta nao puder ser realizada no laboratorio, a amostra 
devera ser enviada dentro de 30 minutos apos a coleta. 
Se testes funcionais para os espermatozoides tiverem de 
ser realizados, e critico que os espermatozoides sejam se- 
parados do plasma seminal antes de passada uma hora da 
ejaculagao. 
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■ ANALISE MANUAL DO SEMEN 

Ffsico-quimica 

Volume 

Em condigoes normais, varia entre 1,5 e 5 mL.Volumes 
inferiores a 1,5 mL configuram as hipospermias, enquanto 
a ausencia de esperma e denominada aspermia. O volume 
varia ainda em um mesmo individuo, diminuindo com eja¬ 
culates repetidas em curto espago de tempo e aumentando 
com a abstinencia mais prolongada. E comum que se en- 
contrem volumes seminais elevados em azoospermicos, ex- 
ce^ao feita aqueles que apresentam agenesia dos deferentes 
quando o volume e bastante reduzido, visto que, por ter a 
mesma origem embriologica, as vesiculas seminais tambem 
nao existem. 

Viscosidade 

Durante a pipetagem da amostra para a medigao do vo¬ 
lume, a sua consistencia pode ser avaliada. A consistencia (ou 
“viscosidade”) da amostra liquefeita e considerada normal 
quando gotas sao formadas ao retirar o liquido da pipeta. No 
caso de viscosidade anormal verifica-se no processo de gote- 
jamento a forma^ao de um filamento de cerca de 2 cm. 

Cor 

Normalmente o semen e cinza-claro, tornando-se 
translucido apos a liquefagao. A presen^a de piocitos em 
grande quantidade confere ao esperma uma cor amarelada, 
enquanto a presen^a de hemacias, hemospermia, e sugestiva, 
em muitos casos, de infec^ao especifica, conferindo a cor 
avermelhada. 

Odor 

O esperma recentemente emitido tern odor sui generis , 
que pode ser comparado ao da agua sanitaria; isto se deve a 
substancias produzidas na prostata (espermina, espermidina e 
putrecina), de tal sorte que na atrofia prostatica e nas prosta¬ 
tites esse odor caracteristico pode faltar. 

Reaqao (pH) 

Deve ser determinada em um tempo padrao, nao ul- 
trapassando 1 hora apos a ejaculagao e deve variar de 7,2 a 
8,0, devendo ser mantido em recipiente fechado, o que impe¬ 
de o escape de CO 0 para o meio ambiente. Em contato com 
o ar, o pH vai se elevando e atinge valores superiores a 8,0, 
invalidando a medida. 

Liquefaqao 

Uma amostra seminal normal liquefaz em ate 30 minu- 
tos a temperatura ambiente. A presenga de grumos mucosos, 
sinal de liquefagao incompleta, pode interferir na contagem 
dos espermatozoides. Amostras seminais normais podem 


conter granulates gelatinoides (corpos gelatinosos), os quais 
nao liquefazem. O significado desse fato e desconhecido. 

A liquefagao pode ser: 

■ Primaria: o semen e totalmente liquefeito, imediata- 
mente apos a ejacula^ao, pela ausencia ou insuficiencia 
das vesiculas seminais. 

■ Parcial: o semen e parcialmente liquefeito, imediatamen- 
te apos a ejaculagao, pela deficiencia de espermolisinas. 

■ Secundaria: liquefa^ao normal, ocorrendo ate 30 mi- 
nutos apos a ejaculagao. 

Coagulaqao 

Imediatamente apos a emissao, o esperma transforma-se 
em um gel atraves de um processo enzimatico nao bem de- 
fmido. Adquire, entao, um aspecto heterogeneo, formando-se 
coagulos, provavelmente para proteger os espermatozoides 
do contato com o conteudo vaginal hostil. Em temperatura 
ambiente, o gel vai transformando-se em sol, num tempo que 
varia de 5 a 30 minutos da emissao. Esse segundo processo 
e comandado pela fibrinolisina, enzima contida na secregao 
prostatica. As alteragoes no tempo de liquefa^ao ou a pro¬ 
pria ausencia da liquefa^ao sao, portanto, devidas a disfungao 
prostatica. 

Microscopica 

Morfologia do espermatozoide 

A morfologia espermatica constitui-se um parametro de 
extrema importancia para avaliagao da qualidade e viabilida- 
de do espermatozoide. 

Configura-se na avalia^ao da cabega, pega intermediaria 
e cauda do espermatozoide, o que deve obrigatoriamente ser 
realizado em esfregago corado preferencialmente pelo Papa¬ 
nicolaou, podendo-se tambem usar coloragoes do tipo Ro- 
manovsky, por exemplo, Giemsa ou Wright. 

O esfregago deve ser preparado a partir de “papa de se¬ 
men”, centrifugando o material com salina esteril por tres 
vezes na proporgao de uma parte de semen para tres partes 
de salina para posterior confec^ao da pelicula. 

A defini^ao de um padrao que possa ser aceito como o 
de “normalidade” baseia-se na visualiza^ao das formas dos 
espermatozoides que interagiram com o muco cervical e a 
morfologia esperada, e que podera ser atribuida como nor¬ 
mal. Deve ser aquele espermatozoide que apresenta a cabe^a 
com formato oval, com uma regiao acrossomica e bem-de- 
finida, compreendendo de 40% a 70% da area da cabe^a do 
espermatozoide e nao pode ser visto defeito anatomico na 
pega intermediaria ou na cauda do espermatozoide. 

A classificagao da morfologia espermatica e defmida pela 
Organizagao Mundial da Saude, sendo o manual da OMS 3- 
edigao (Morfologia convencional) ainda o mais usado nos 
espermogramas de rotina, e os manuais da 4- e 5 a edi^oes 
(Morfologia estrita ou Krueger) costumam ser mais usados 
por clinicas de infertilidade, por serem mais detalhados e di- 
recionados para prognosticos de inseminagao artificial. 
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Cada servigo deve definir a classificagao morfologica 
usada, porem e de extrema importancia que seja explicitado 
no laudo a referenda utilizada. Sugere-se aos laboratories 
que realizem o espermograma como triagem, que se utili- 
zem da 3- edigao do manual da OMS, com isso adotando os 
criterios convencionais, e o servigo que seja referenda para 
clinicas de infertilidade, utilize a 4- ou 5- edigao onde ado- 
tara o criterio estrito. 

A morfologia convencional e um metodo de avaliagao 
menos exigente, porem nao menos importante, aceitando pe- 
quenos defeitos, como microvacuolos acrossomicos, variagoes 
discretas nas dimensoes da cabe^a, pequenas reentrancias na 
peqa intermediaria, de tal modo que, quando a analise for 
realizada por profissionais experientes possa ser executada em 
aumento de quatrocentas vezes. 

A morfologia estrita, por sua vez, tambem conhecida 
como Morfologia de Krueger, adota um criterio rigoroso 
de classificagao, em que devem ser contados de duzentos a 
quinhentos espermatozoides em aumento de mil vezes, de 
p referenda que sejam mensurados com auxilio do micro¬ 
metro, sendo considerados normais quando a cabega tenha 
comprimento de 5 a 6 jum e espessura de 2,5 a 3,5 jum, 
configuragao oval, lisa, regular e com regiao acrossomica 
entre 40% e 70% da cabe^a do espermatozoide. Ainda para 
ser considerado normal, nao deve haver nenhum defeito na 
pega intermediaria, como por exemplo restos citoplasma- 
ticos, bem como nao existir nenhuma angulagao diferente 
de 180° entre cabega e peqa, e a cauda deve ser livre de 
qualquer atipia. 

Ainda, na analise do esfregago seminal corado, deve ser 
dispensada especial atengao na diferenciagao das “celulas re- 
dondas” que encontramos na analise no semen a fresco, e 
que devem ser classificadas como elementos germinativos 
(geralmente espermatocitos e espermatides), leucocitos (ge- 
ralmente neutrofilos e macrofagos), e globulos proteicos, 
componentes estes que, nao raro, sao confundidos na analise 
a fresco com elementos germinativos ou leucocitos, e que na 
lamina corada sao facilmente identificados. 

Apesar de o manual da OMS nao esclarecer claramente, 
na pratica laboratorial observa-se que a presenga de dois ou 
mais leucocitos por campo em aumento de quarenta vezes, 
sugere a presen^a de um processo inflamatorio, que pode ser 
infeccioso ou nao, e a presenqa de mais de cinco a dez celulas 
germinativas para cada cem espermatozoides contados pode 
configurar-se em um possivel bloqueio de maturagao esper- 
matica, muito comum, por exemplo, nos pacientes portadores 
de varicocele, que esta presente em cerca de 50% a 70 % dos 
casos de infertilidade masculina. 

Salienta-se que na pratica laboratorial observa-se uma 
correlagao entre a contagem das “celulas redondas” em ca- 
mara e no esfregago corado, sendo que cada celula visuali- 
zada (elemento germinativo ou leucocito) em aumento de 
quarenta vezes equivale aproximadamente a 1.000.000/mL. 

As Figuras 15.2 a 15.16 mostram espermatozoides 
normais, com alteragoes morfologicas, espermatides e 
leucocitos. 



Figura 15.2 Espermatozoide normal. Seta azul indica cabe^a oval 
em propor^oes normais. Seta vermelha aponta a pe^a intermediaria. 
Seta preta indica cauda sem anormalidades. 

Fonte: Acervo do autor. 



Figura 15.3 Espermatozoides normais. As setas azuis indicam cabe^a 
oval em proporcoes normais. As setas vermelhas apontam para as pe^as 
intermediarias.As setas pretas indicam as caudas sem anormalidades. 
Fonte! Acervo do autor. 



Figura 15.4 Espermatozoides normais. 
Fonte! Acervo do autor. 
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Figura 15.5 Espermatozoides normais no muco cervical. 
Fonte! Acervo do autor. 



Figura 15.6 Altera^oes de cabe<;a.A seta vermelha aponta para uma 
cabe^a angulada. A seta azul aponta para um espermatozoide com 
cabe^a fma. 

Fonte! Acervo do autor. 



Figura 15.7 Altera^oes de cabe^a. Cabe^as em chama. 
Fonte! Acervo do autor. 



Figura 15.8 Altera^oes de cabe^a. As setas azuis apontam para va- 
cuolos no acrossoma. 

Fonte: Acervo do autor. 



Figura 15.9 Altera^oes de pe^a intermediaria. As setas ver- 
melhas apontam para espermatozoides com angula^ao de pe^a 
intermediaria. 

Fonte: Acervo do autor. 



Figura 15.10 Gota citoplasmatica. 
Fonte: Acervo do autor. 
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Figura 15.11 Altera^oes de cauda. Caudas enroladas e cauda dobrada. 
Fonte! Acervo do autor. 



Figura 15.14 Evidencia de bloqueio de matura^ao. Espermatides. 
Fonte! Acervo do autor. 



Figura 15.12 Altera^oes de cauda. Espermatozoide bicaudal. 
Fonte! Acervo do autor. 



Figura 15.15 Celulas germinativas. A seta verde aponta para uma 
espermatide. 

Fonte: Acervo do autor. 




Figura 15.13 Evidencia de bloqueio de matura^ao. 
Fonte: Acervo do autor. 


Figura 15.16 Processo inflamatorio. Espermatozoides e leucocitos. 
Fonte: Acervo do autor. 
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Concentraqao espermatica 

Igual ou maior a 15 milhoes/mL do ejaculado. 

Metodos de contagem 

■ Camara de Neubauer: a diluigao vai depender da con- 
centragao espermatica, que deve ser verificada entre 
lamina e laminula. Se for observada alta concentragao, 
deve-se diluir 1:40 a 1:50; se a concentragao for media- 
na, diluir 1:20 a 1:30, e em baixas concentrates diluir 
1:10; e em casos de visualizagao de 1 a 2 por campo, 
diluir 1:2. Deve-se utilizar o reticulo deThoma, contan- 
do os 4 quadrantes laterais e o central, multiplicando o 
numero de espermatozoides obtido x diluigao x 50.000 
obtendo o resultado em milhoes por mL. O liquido de 
diluigao utilizado e solu^ao salina a 0,5% em formol. 

■ Camara de Makler: nao utiliza diluigao. A camara deve 
ser preenchida de acordo com a tecnica da mesma, 
normalmente 10 juL. Ler 10 quadrantes e multiplicar 
por 1.000.000, sendo o resultado expresso em milhoes 
por mL. Em todos os metodos de contagem a correta 
homogeneizagao do material e critica, sendo uma das 
principals fontes de erro desta tecnica. 

Graus de motilidade 

A motilidade espermatica, analise altamente subjetiva, 
idealmente deveria ser analisada em microscopia de fase, com 
camaras especificas para analise do semen, por exemplo, a de 
Makler, mas em geral e realizada em microscopia otica co¬ 
mum e entre lamina e laminula, o que aumenta ainda mais a 
subjetividade da analise. Para minimizar esta situa^ao, deve-se 
sempre padronizar o tamanho da laminula e a quantidade de 
esperma a ser utilizada, por exemplo, 20 juL de semen e lami¬ 
nula 18x18 ou 20x20. A correta e adequada homogeneizagao 
do material e fator critico, bem como o tempo de analise 
apos a montagem da lamina com o semen a fresco, que nao 
deve passar de 45 a 60 segundos. Outra situagao que muitas 
vezes passa despercebida e a temperatura em que o semen 
fica armazenado ate a analise. Esta nunca deve ser superior a 
37 °C e nem inferior a 20 °C, podendo utilizar-se de banho- 
-maria ou estufa quando a temperatura ambiente estiver fora 
desses valores. O tempo maximo para avaliagao da motilidade 
e de 60 minutos apos a coleta. O ideal e que a analise seja feita 
em duplicata, analisando pelo menos 10 campos em aumento 
de 400 vezes. Caso haja discrepancia entre as analises, supe¬ 
rior a 10%, uma terceira lamina deve ser montada. 

Com a publica^ao da 5 a edi^ao do manual da OMS, 
ocorreram mudangas na avaliagao da motilidade espermatica. 
Os espermatozoides progressives sao classificados em con- 
junto com uma referenda unica e nao mais separados em 
progressives, rapidos, e lentos. 

Portanto, o laboratorio deve classificar os espermatozoi¬ 
des moveis em porcentagem, dividindo-os em progressivos 
(espermatozoide corta o campo microscopico sem mudar de 
diregao, de forma rapida ou lenta), nao progressivos (diregao 
indefinida, erratico, in situ) e imoveis. 


E importante ressaltar que deve haver treinamento e pa- 
dronizagao de todos os profissionais de um mesmo laborato¬ 
rio que fazem analise da motilidade espermatica para evitar 
que a variagao entre os examinadores nao seja superior a 10%. 

Viabilidade ou vitalidade espermatica 

A analise da viabilidade ou vitalidade espermatica uti¬ 
liza um corante tipo exclusao nuclear para determinar se os 
espermatozoides imoveis estao vivos, mas incapazes de se 
mover, ou realmente mortos (necrospermia). O teste de vita¬ 
lidade utiliza uma coloragao muito simples, na qual se usa a 
eosina como corante e a nigrosina como contracorante. Es¬ 
permatozoides que nao deixam passar o corante estao vivos, e 
os que coram a cabega de vermelho estao mortos. Ambos po- 
dem ser facilmente visualizados contra o fundo escuro criado 
pela nigrosina. 

Pode-se realizar o teste da vitalidade somente com a eo¬ 
sina, o que requer do examinador mais experiencia, necessi- 
tando trabalhar o diafragma do microscopio a fim de produzir 
um jogo de luz para melhor visualizagao. O resultado e re- 
portado em porcentagem de espermatozoides vivos e mortos. 

Bioqufmica 

Apesar da pouca utilizagao na pratica laboratorial, as 
dosagens bioquimicas podem fornecer informa^oes impor- 
tantes na investigate das causas de infertilidade e sao reco- 
mendadas pela OMS. Existem marcadores para cada glandula 
componente do aparelho genital masculino. Sao elas: 

■ Glandula prostatica: acido citrico, inositol, zinco, g- 
-glutamil transpeptidase, fosfatase acida, zinco, calcio, 
magnesio. 

■ Vesfculas seminais: frutose, prostaglandinas e acido 
ascorbico. 

■ Epidfdimos: L-carnitina livre, glicerilfosforilcolina e 
alfaglucosidase neutra. 

Uma fungao secretora diminuida reflete-se em baixa 
emissao de marcadores especificos, o que pode ser utilizado 
na analise da fungao secretora da glandula acessoria. 

Para todas as dosagens bioquimicas e importante que 
uma aliquota do esperma seja retirada imediatamente apos 
a liquefagao do semen, centrifugada, separando-se o plasma 
seminal para evitar resultados falsamente diminuidos em fun- 
gao do consumo pelos espermatozoides. 

A dosagem bioquimica mais importante no esperma e a 
Frutose. Se nenhum espermatozoide for observado, e nao se 
tratar de controle pos-vasectomia, um teste quantitativo para 
a detec^ao de frutose deve ser efetuado. A frutose e uma subs- 
tancia androgenica-dependente e e produzida nas vesiculas 
seminais. A maior parte dos estudos sobre frutose usa o me- 
todo de resorcinol. Ela pode ser dosada pelo metodo espec- 
trofotometrico de Roe. Niveis baixos de frutose geralmente 
indicam deficiencia na atividade secretora das vesiculas se¬ 
minais, exceto em semens polizoospermicos, isto e, aqueles 
com densidade espermatica maior que 250 milhoes de esper- 
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matozoides/mL. A ausencia de frutose e um volume baixo 
de ejaculado, associado a incapacidade do semen de coagular 
sugere a ausencia congenita do vaso deferente e das vesicu- 
las seminais ou a obstrugao dos ductos ejaculatorios. Valores 
elevados sao raros e de significado clinico pouco conhecido. 

Alguns autores preconizam que o teste de frutose pode 
ser somente qualitativo, o que seria suficiente para definir o 
marcador da vesicula seminal. 

Imunologica 

Entre 2% e 20% dos homens inferteis apresentam anticor- 
pos sericos aglutinantes e imobilizantes de espermatozoide, e 
muitos deles tambem apresentam esses elementos no plasma 
seminal. A presenqa de autoanticorpos no plasma seminal imo- 
biliza os espermatozoides e reduz sua capacidade de penetra- 
gao no muco cervical. Alem disso, favorece a autoaglutinagao 
espontanea do esperma por anticorpos aglutinantes. 

A presenga de anticorpos antiespermaticos revestindo os 
espermatozoides e tipica e pode ser considerada especifica no 
caso da infertilidade imunologica. Os anticorpos espermati- 
cos no semen pertencem quase exclusivamente a duas classes 
imunologicas: IgA e IgG. Os anticorpos IgA tern maior im¬ 
portance clinica que os anticorpos IgG. Os anticorpos IgM, 
por causa do seu grande tamanho molecular, sao raramente 
encontrados no semen. 

Os testes de triagem para anticorpos no plasma seminal 
sao realizados em amostras seminais frescas e se utilizam dos 
metodos de Immunobead e da reagao mista da antiglobulina 
(MAR test). 

Os resultados do Immunobead e do teste Mar nem sempre 
estao em concordance. O Immunobead correlaciona-se bem 
com os testes de aglutinagao e imobilizagao espermatica rea¬ 
lizados no soro. Quando estes sao positivos, outros testes (do 
contato esperma-muco cervical, esperma-muco cervical no 
tubo capilar ou titulagao de anticorpos espermaticos no soro) 
irao convalidar e confirmar o diagnostico. 

Testes para detecgao de anticorpos 
antiespermatozoides no esperma 

Mar test (Reaqao mista antiglobulina) 

Direto IgG e IgA. O paciente deve estar em abstinence 
sexual de dois a sete dias, o material deve ser colhido por 
automasturba^ao, e o teste devera ser realizado em ate 4 horas 
apos a coleta. Em uma lamina de microscopia colocar: 

■ 10 juL de particulas de latex revestidas com IgG ou he- 
macias de carneiro revestidas de IgG. 

■ 10 juL de semen fresco. 

■ Misturar com espatula. 

■ Adicionar 10 juL de soro anti-IgG diluido a 1/20 em 
Ringer Frutose. 

■ Misturar. 

■ Cobrir com laminula e observar em microscopia de fase 
logo apos a prepara^ao, e novamente apos 10 minutos. 

■ Contar 100 espermatozoides moveis. 


Na ausencia de autoanticorpos sobre os espermatozoi¬ 
des, estes serao vistos nadando livremente entre as particulas 
de latex, as quais irao aderir entre si, provando a efetividade 
da preparagao. 

Quando positivo, na presenga de autoanticorpos, serao 
observados mais de 10% de espermatozoides moveis, com 
particulas de latex aderidas a eles. Na primeira leitura ob- 
servam-se poucas particulas aderidas aos espermatozoides e, 
posteriormente, podem formar aglutinagoes tao compactas 
que havera formagao de blocos grandes ou bloco unico. 

Teste Immunobead 

Os anticorpos presentes na superficie da celula esper¬ 
matica podem ser detectados pelo teste Immunobead. Immu- 
nobeads sao esferas de poliacrilamida com imunoglobulinas 
anti-humanas de coelho aderidas por covalencia. A presenga 
de anticorpos IgG, IgA e IgM pode ser simultaneamente de- 
terminada por este teste. 

Os espermatozoides sao preparados livres do plasma se¬ 
minal (lavados) por centrifugagoes repetidas e ressuspensao 
em meio tampao. A suspensao de espermatozoides e homo- 
geneizada e misturada com a suspensao de Immunobeads. Essa 
prepara^ao e examinada a uma magnificagao de 400 X em 
microscopia de contraste de fase. Enquanto os espermatozoi¬ 
des nadam atraves da suspensao, os Immunobeads vao aderindo 
aos moveis, que tern anticorpos aderidos a superficie. Deter- 
mina-se a proporgao de espermatozoides com anticorpos de 
superficie e a classe (IgG, IgA ou IgM) desses anticorpos pode 
ser identificada utilizando-se diferentes categorias de Immu¬ 
nobeads. O teste e considerado positivo quando 20% ou mais 
dos espermatozoides se apresentam com Immunobeads aderi¬ 
dos. No entanto, a penetragao espermatica no muco cervical 
e a fertilizagao in vitro tendem a nao ser significantemente 
prejudicadas a menos de 50% ou mais dos espermatozoides 
moveis que tenham anticorpos aderidos. 

■ Para esta tecnica de detecqao de anticorpos antiesper¬ 
matozoides sao utilizadas microesferas adicionadas de 
anti-IgG, IgA e IgM, e tampao fosfato (PBS). 

■ Para cada tipo de anticorpo (IgG, IgA ou IgM) adicionar 200 
juL de suspensao de microesferas em tubos de centrifugacao. 

■ Adicionar a outro tubo de centrifuga 800 ju\ de semen 
fresco e completar para 10 mL com tampao fosfato (PBS). 

■ Centrifugar a 2.000 rpm por 10 minutos. 

■ Decantar e desprezar o sobrenadante. 

■ Colocar 10 juL de cada tipo de microesfera misturados a 
10 /uL de suspensao de espermatozoides lavados em uma 
lamina de microscopia, cobrindo com laminula 20 x 20. 

■ Deixar por 5 minutos em camara umida. 

■ Observar ao microscopio (aumento 400 x) conferindo a 
porcentagem de espermatozoides aderidos as diferentes 
microesferas, registrando a classe a que pertencerem. 

Anticorpos antiespermatozoides sericos 

Em pacientes com nenhuma evidencia endocrina, semen 
ou outra anormalidade, o titulo de anticorpos antiespermato¬ 
zoides pode ser mencionado. 
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Os anticorpos antiespermatozoides sao um achado co¬ 
mum apos vasectomia, ocorrendo em aproximadamente 50% 
dos casos. 

A incidencia e o significado de anticorpos antiesperma- 
ticos sericos em casais com problemas de infertilidade sao 
controversos. 

Em homens, um relato sugere que titulo de anticorpos 
e mais significante que a mera detec^ao do anticorpo. Al¬ 
tos titulos em homens sao considerados de grande evidencia 
contra fertilidade. Baixos titulos tern significado incerto, e 
titulos intermediaries indicam uma insuficiencia, mas nao 
inutilidade de prognostico. 

Em mulheres, anticorpos antiespermatozoides estao pre- 
sentes em 7% a 17% dos casos de infertilidade, mas seu sig¬ 
nificado e incerto, desde que uma porcentagem consideravel 
dessas mulheres possa vir a engravidar. A detec^ao de anti¬ 
corpo antiespermatico no muco cervical de mulheres e pro- 
vavelmente muito mais importante que sua detec^ao serica. 

Microbiologica 

Precaugoes especiais devem ser tomadas para evitar con- 
tamina^ao durante a coleta do semen para cultura. Antes da 
obtengao da amostra, o individuo deve urinar. Imediatamente 
depois disso, o paciente deve lavar as maos e o penis com 
sabao. Todo o sabao deve ser removido com agua, e o local 
seco com uma toalha limpa. O frasco para coleta deve estar 
esterilizado. A cultura do plasma seminal para verificar a pre- 
senga de microrganismos tanto aerobicos quanto anaerobicos 
pode ajudar no diagnostico da infec^ao de glandula acessoria, 
particularmente da prostata. 

Os valores de referenda nao estao bem defmido, mas e 
importante que a cultura seja analisada em conjunto com a 
evidencia de processo inflamatorio. 

Se o esperma possui processo inflamatorio, qualquer cres- 
cimento bacteriano devera ser considerado. Se o esperma nao 
possui processo inflamatorio, mas obteve-se um crescimento 
superior a 5.000 UFC/mL deve-se proceder a identificagao 
bacteriana. Ate 5.000 UFC/mL, sem a presenga de processo 
inflamatorio, deve-se proceder a identifica^ao somente se o 
crescimento bacteriano for uniforme. 

Como o liquido seminal contem substancias bactericidas, 
tem-se percebido na pratica que a diluigao previa do semen 
em salina esteril tern aumentado a sensibilidade das culturas, 
permitindo melhor isolamento e quantifica^ao das colonias. 

Atengao especial deve ser dada aos Mycoplasmas, sendo 
eles Ureaplasma uvealyticum, Mycoplasmas hominis, Mycoplasmas 
fermentans e Mycoplasmas genitalium, bem como para a Chla¬ 
mydia, cujo metodo de escolha deve ser a captura hibrida ou 
PCR. 

Exames complementares 
SWIM-UP 

Teste baseado na capacidade de nadar para cima ( stain- 
-up) de espermatozoides moveis no semen, onde o meio de 
cultura sugerido e o meio de Earle suplementado. 


■ Adicionar delicadamente 1,2 mL de meio de Earle su¬ 
plementado a 1 mL de semen em tubo de centrifuga 
esteril de 15 mL. 

■ Inclinar o tubo a 45° e incubar por 1 hora a 37 °C. 

■ Recolocar o tubo na posigao vertical e remover 1 mL 
do sobrenadante. 

■ Diluir a aliquota recolhida a 1/8 com meio de Earle 
suplementado. 

■ Centrifugar a 2.000 rpm por 5 minutos. 

■ Desprezar o sobrenadante e ressuspender com 0,5 mL 
de meio de Earle. 

Os espermatozoides obtidos nessa ultima fragao estao 
livres do plasma seminal e de detritos celulares, e a grande 
maioria tern boa motilidade, podendo entao ser usados em 
inseminagao artificial. 

No individuo normal ocorre a recuperagao de, no mi- 
nimo, 10% de concentragao inicial com melhoria da moti¬ 
lidade. 

Avaliapao da regiao acrossomica 

Teste realizado apos o Swin-up, em que serao utilizados 
corantes supravitais de Tripan blue , Rosa bengala e Marrom 
Bismarck, todos em solugao aquosa a 0,5%. 

Os resultados sao avaliados em quatro categorias: 

■ Vivos nao reativos: regiao acrossomica rosa e pos- 
-acrossomica marrom. 

■ Vivos reativos: regiao acrossomica nao corada e regiao 
pos-acrossomica marrom. 

■ Mortos reativos: regiao acrossomica nao corada e pos- 
-acrossomica corada de azul-escuro a negro. 

■ Mortos nao reativos: regiao acrossomica levemente 
rosa, e regiao pos- acrossomica azul-escuro a negro. 

Teste hipo-osmotico 

Oferece informagao adicional sobre a integridade e a 
funcionalidade da membrana celular da cauda do esperma- 
tozoide. Ha uma relagao estreita entre positividade do teste 
Hipo-osmotico, que e uma expansao do volume celular, com 
a capacidade de penetragao de espermatozoides na zona pe- 
lucida de ovulos de hamster. Utiliza-se de solu^ao de Ringer 
Frutose. 

■ Adicionar lmL da solugao de Ringer Frutose e 0,1 mL 
do semen e homogeneizar delicadamente. 

■ Deixar 35 minutos em BM. 

■ Observar em lamina-laminula em microscopia de fase 
em 400 x. 

■ Contar 100 espermatozoides, com e sem edema, 
separadamente. 

■ Espera-se numero maior ou igual a 60% de espermato¬ 
zoides com edema de cauda. 

Tem-se utilizado Teste de Avaliagao da Integridade do 
DNA Espermatico com Acridina Orange, integridade esta 
essencial para a transmissao genetica. Outro teste bem atual e 
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a pesquisa de microdelegoes no Cromossoma Y em pacientes 
com azoospermia nao obstrutiva. 

■ ANALISE AUTOMATIZADA 

Uma analise padronizada, acurada e precisa da motilidade 
dos espermatozoides no semen ira melhorar o prognostico, e 
possivelmente o poder de diagnostico do laboratorio. A tec- 
nologia de video e visao computadorizada produziu novos 
instrumentos capazes de identificar e acompanhar o tra^ado 
individual das celulas espermaticas, e dai calcular uma serie de 
parametros que caracterizam a cinematica (isto e, a geometria 
dependente do tempo) da movimentagao do espermatozoide. 
Tais instrumentos usam um computador para processar o si- 
nal eletrico obtido por uma videocamara integrada a um mi- 
croscopio, tanto pela analise direta do sinal quanto pela analise 
do sinal correspondente emitido por um gravador de video. 
Quando utilizada com propriedade, a metodologia CASA 
oferece uma refinada precisao na analise da concentragao e 
motilidade espermatica em comparagao com a determinate 
visual subjetiva. Isso permite concordancia nas determinates 
realizadas em uma serie de diferentes laboratorios. 

Nao ha duvida de que a automate do espermograma 
aumenta bastante a qualidade das analises, mas o laboratorio 
deve estabelecer uma relate custo-beneficio antes de im- 
plantar a automate, devendo avaliar a quantidade de exames 
realizada diariamente e o tempo do profissional dedicado a 
realizagao dos exames. 

■ POS-VASECTOMIA 

A analise do semen dos pacientes vasectomizados, apesar 
da aparente simplicidade, requer do analista alguns cuidados 
para que o resultado final seja fidedigno com a condigao atual 
do individuo, e trabalhos in dicam que 1 em cada 2.000 pa¬ 
cientes vasectomizados por alguma forma de recanalizagao 
ou falencia da vasectomia acabam por engravidar a mulher. 

Um dos principais problemas e a falta de padronizagao de 
quando realizar o exame pos-vasectomia e se este precisa ser 
temporariamente repetido para confirmagao da azoospermia. 

O Manual da OMS e economico em abordar o controle 
pos-vasectomia, porem a Associate Americana de Urologia 
elaborou diretrizes robustas que sao amparadas por varios tra¬ 
balhos e que defmiram apesar de algumas lacunas a aborda- 
gem ao paciente pos-vasectomizado. 

Na pratica clinica observa-se que os pacientes sao muitas 
vezes orientados a realizar o controle de 45 a 60 dias apos a 
cirurgia, o que se mostra uma orientate equivocada, pois 
a ampola seminal estrutura anexa a vesicula seminal, que se 
localiza acima do canal deferente, na maioria das vezes ainda 
mantem espermatozoides, que apesar da baixa viabilidade es¬ 
permatica, podem ser ejaculados normalmente. 

A definite de eficacia contraceptiva e a ausencia de gra- 
videz, enquanto a eficacia oclusiva e a azoospermia. 

Ocorre que alguns pacientes nao conseguem atingir azo¬ 
ospermia depois da vasectomia, mas tambem nao chegam a 


engravidar a parceira. Estudos mostraram que percentual im- 
portante dos homens permanecem com espermatozoides no 
ejaculado pos-vasectomia ate 10 anos apos a cirurgia, mas ne- 
nhum deles engravidou a mulher. Por este motivo a diretriz 
americana considerou tambem como eficacia oclusiva ho¬ 
mens que revelam presenga de menos de 100.000 mil esper¬ 
matozoides por mL de semen, desde que imoveis ou mortos. 

Portanto, pelas diretrizes americanas somente e conside- 
rada falha a vasectomia que nao conseguir atingir a azoosper¬ 
mia ou a concentrate inferior a 100.000 espermatozoides 
por mL de semen (imoveis ou mortos) apos um periodo me¬ 
dio de 06 meses apos a realizagao da cirurgia. Neste contex- 
to, pacientes que permanecem com espermatozoides moveis 
apos 06 meses deve ser considerado a revasectomia, e pacien¬ 
tes com concentrates superiores a 100.000/mL imoveis, 
deve ser avaliado caso a caso com o cirurgiao a necessidade 
ou nao de revasectomia. 

A evidencia de um unico espermatozoide movel no eja¬ 
culado do pos vasectomizado depois de 6 meses indica falen¬ 
cia da vasectomia, que pode ter ocorrido por erro na oclusao 
cirurgica ou recanalizagao do canal deferente. 

A recanalizagao deve ser suspeitada quando apos um es¬ 
permograma pos-vasectomia com azoospermia, for detectado 
a presenga de espermatozoides moveis ou aumento do numero 
de espermatozoides imoveis em relate a amostras anteriores. 

Ainda, a recanalizagao e considerada precoce quando o 
paciente nao atinge em nenhum momento a azoospermia ou 
concentrate menor que 100.000/mL, e tardia quando tal 
situate ocorre depois da constata^ao de azoospermia. 

Uma situate ainda controversa, e o tempo e frequencia 
apos a vasectomia em que o paciente deve realizar o exame. 

Tanto a OMS quanto as diretrizes evidenciam que existe 
grandes variates individual, e que tal situagao vai depender 
da tecnica cirurgica, da anatomia da ampola seminal e vesicu¬ 
la seminal, e idade do paciente. 

Na grande maioria dos homens apos 20 ejaculates e 
tres meses apos a vasectomia, obtem-se a azoospermia, sen- 
do o que se tern recomendado atualmente, mas um numero 
significativo de homens ainda permanecem com espermato¬ 
zoides residuais por tempo indeterminado. 

Uma outra controversia e a tecnica utilizada pelos labo¬ 
ratorios na analise do semen pos-vasectomia, enquanto alguns 
sao rigorosos demais, incluindo centrifugagao do material e 
analise de centenas de campos, outros se limitam a analise de 
poucos campos com o esperma bruto. 

Tanto a OMS quanto as diretrizes nao recomendam a 
centrifuga^ao imediata do semen, pois a pesquisa de esper¬ 
matozoides moveis pode ficar prejudicada, e esta e extrema- 
mente importante para o diagnostico de possivel falencia ou 
recanalizagao da vasectomia. 

Diante dessas informates recomenda-se nao ultrapassar 
a 120 minutos para a analise do semen do pos-vasectomizado, 
pesquisar exaustivamente a presenga de espermatozoide mo¬ 
vel e relatar a presenga de espermatozoides em concentragao 
inferior a 100.000/mL imoveis/mortos na amostra bruta, o 
que e facilmente demonstrado quando nenhum esperma- 


capitulo 15 


209 



Tratado de Analises Clinicas 


tozoide e observado nas areas de contagem das camaras de 
profundidade, mas evidenciado fora dela, ou quando a analise 
e realizada entre lamina e laminula, e sao visualizados esper- 
matozoides somente apos percorrer entre 30 a 50 campos de 
aumento 40 vezes. 

Ressalta-se que quando for possivel determinar a con- 
centra^ao espermatica, esta deve ser relatada no laudo. 

Em fungao da ausencia dos espermatozoides e elemen- 
tos germinativos, e comum observarmos no vasectomizado, 
celulas da vesicula seminal, prostata e uretra, bem como a 
presenga de neutrofilos, o que pos vasectomia pode ser con- 
si derado normal, devendo ser relatado para que seja estabele- 
cida correla^ao clinico-patologica. 

Recomenda-se que o paciente vasectomizado confirme 
o status de azoospermia a cada seis a doze meses, pelo menos 
por dois a tres anos apos a cirurgia, em fungao da possibilida- 
de de recanalizagao tardia. 

Como prevengao de complicates medico-legais deve-se 
inserir no laudo de pos-vasectomizados a seguinte expressao: 

“Este resultado refere-se exclusivamente a amostra ana- 
lisada.” 

“Somente seu medico tern condi^oes de interpretar este re¬ 
sultado e analisar a necessidade de exames complementares.” 

“Deve o paciente estar ciente que asVasectomias podem ser 
reversiveis espontaneamente, por processos de recanaliza^oes e 
outros tipos de falencias.” 

■ NOMENCLATURAS 

■ Normozoospermia: concentra^ao espermatica dentro da 
normalidade. 

■ Acima de 15 milhoes/mL de ejaculado. 

■ Oligozoospermia leve: 10 a 15 milhoes de espermato¬ 
zoides/ mL. 

■ Oligozoospermia moderada: 5 a 10 milhoes/mL. 

■ Oligozoospermia acentuada: menor que 5 milhoes/mL. 

■ Criptozoospermia: menor que 1 milhao/mL. 

■ Polizoospermia: valores superiores a 250 milhoes/mL. 

■ Azoospermia: ausencia total de espermatozoides no eja¬ 
culado total, podendo ser observadas celulas germinativas. 

■ Astenozoospemia: menor que 32% dos espermatozoides 
com movimentos progressives. 

■ Necrozoospermia: maior que 58% de espermatozoides 
mortos. 

■ Teratozoospermia: grande formagao de espermatozoides 
em formato anormal. 

■ Hiperespermia: volume do ejaculado maior que 5,0 mL. 

■ Hipospermia: volume do ejaculado inferior a 1,5 mL. 

■ Aspermia: ausencia total de ejaculado. 

■ Azoocitospermia: ausencia total de espermatozoides e 
celulas germinativas. 

■ Presen^a de abundante quantidade de hemacias. 

■ Piospermia: maior que 1 milhao de piocitos/mL ou aci¬ 
ma de dois por campo em aumento de 40 vezes. 

■ Aglutinagao: quando ocorre em mais de 10% dos 
espermatozoides. 


■ Alteragoes de plasma seminal: aumento da viscosidade, li- 
quefagao, alteragoes de pH, presenga de corpos gelatinosos. 

■ Ejacula^ao retrograda: ejaculagao para dentro da bexiga. 

■ VALORES DE REFERENCE 

Valores de referenda em Infertilidade Masculina 
com base no Manual de Referenda da OMS 
(3?, 4? e 5? ediqoes) 

Caracteristicas fisico-quimicas do liquido seminal 

■ Volume: 1,5 a 5 mL. 

■ Odor: semelhante a odor de agua sanitaria (hipoclorito 
de sodio). 

■ Cor: branco opalescente. 

■ Coagulagao: imediata e/ou completa. 

■ Liquefa^ao: ate 30 minutos. 

■ pH: 7,2 a 8,0. 

Vitalidade espermatica 

■ Espermatozoides moveis: maior ou igual a 40%. 

■ Espermatozoides vivos: maior ou igual a 58%. 

Motilidade espermatica 

Soma dos progressives rapidos + progressives lentos: 
maior ou igual a 32%. 

Concentraqao espermatica 

Maior ou igual a 15 milhoes/mL. 

Citoiogia espermatica 

■ Elementos germinativos: ate 5 milhoes/mL ou 10% em 
rela^ao ao total de espermatozoides. 

■ Espermatogonia: ausentes. 

■ Espermatocito primario: ausentes. 

■ Espermatocito secundario: ate 5%. 

■ Espermatides: ate 5%. 

■ Elementos vesiculares: raros. 

■ Elementos prostaticos: raros. 

■ Elementos uretrais: raros. 

■ Elementos inflamatorios: 

■ Granulocitos: ate 2 por campo (x 40) ou 1 milhao/mL. 

■ Macrofagos: raros. 

Morfologia Espermatica Convencional OMS 
3? Ediqao (Papanicolaou) 

Espermatozodes tipicos (normais): maior ou igual a 30%. 

Morfologia Espermatica Estrita (Papanicolaou) - 
4? Ediqao 

Presenga de no minirno 14% de espermatozoides tipicos, 
sem nenhuma alteragao minima que seja em cabega (acrosso- 
ma, nucleo), pega intermediary e cauda. 
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Morfologia Espermatica Estrita (Papanicolaou) - 
5? Ediqao 

Presenqa de no rmnimo 4% de espermatozoides tipicos, 
sem nenhuma altera^ao minima que seja em cabega (acrosso- 
ma, nucleo), pega intermediary e cauda. 

Testes de Capacitaqao Espermatica 

Swin-up : Recuperagao de, no minimo, 10% de concen- 
tragao inicial com melhoria da motilidade. 

Testes Bioqufmicos (realizados no plasma 
seminal) 

■ Acido citrico: 300 a 800 mg/dL 

■ Frutose: 100 a 350 mg/dL 

■ Fosfatase acida prostatica: 10-30 mg/dL 

■ Zinco: 100 a 200 jug/ dL 

Perfil Hormonal Andrologico (soro e/ou plasma 
sangufneo) 

■ FSH: 1,5 a 14,0 mUI/mL. 

■ LH: 1,4 a 7,7 mUI/mL. 

■ Testosterona: 286 a 1.511 ng/dL. 

■ Testosterona livre: 12 a 55 pg/mL. 

■ Prolactina: 2,5 a 17,0 ng/mL. 

■ Metodo utilizado: Quimioluminescencia. 
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Liquido Sinovial 


■ INTRODUgAO 

As articulagoes sinoviais, tambem chamadas de diartroses, 
por possuirem uma caracteristica de mobilidade, incluem a 
maioria das articulagoes do corpo. Apresentam uma supers¬ 
ede ossea recoberta por cartilagem articular; o espago articu¬ 
lar e delimitado pela capsula articular fibrosa, e internamente 
pela membrana sinovial. Preenchendo todo o espago interno 
da articulagao ou especificamente da cavidade articular esta 
o liquido sinovial. 

O liquido sinovial e um ultrafiltrado plasmatico pro- 
veniente dos capilares subsinoviais, e da agao secretora das 
celulas da membrana sinovial, que produzem um liquido 
contendo mucina e acido hialuronico com a fungao de lu- 
brificar e nutrir a cavidade articular. As artropatias causam, de 
maneira geral, uma redugao da capacidade funcional das arti¬ 
culates, que podem evoluir para um processo degenerativo 
grave. A analise do liquido sinovial (LS) e uma importante 
ferramenta no diagnostico e prognostico das varias artropatias 
que podem acometer a cavidade articular, e vai muito alem 
do simples efeito descompressivo que a artrocentese propor- 
ciona, embora muitos profissionais ainda acreditem na pouca 
informagao que a analise do LS contribui na etiologia do 
derrame articular. 

■ ANATOMIA DA CAVIDADE ARTICULAR E 
COMPOSigAO DO LIQUIDO SINOVIAL 

Os aspectos basicos da cartilagem articular normal de- 
vem ser conhecidos para entendermos melhor a formagao e a 
fungao do liquido sinovial (LS) e a importancia do seu estudo 
em algumas patologias que acometem a cavidade articular. 
Nas articulates sinoviais (diartroses), as extremidades osseas 
sao recobertas pela cartilagem articular/hialina, cuja espessura 
se altera com a idade (diminui com o envelhecimento) e va- 
ria de acordo com o tamanho da articulagao, variando de 1 a 
7 mm, segundo a sua localizagao. Tern pelo menos duas fun- 
goes fundamentals: permitir e orientar o deslizamento sua¬ 
ve dos movimentos articulares e suportar cargas, dissipando 
energia. Nao apresenta terminates nervosas, vasos sangui- 
neos ou linfaticos. E um tecido conjuntivo formado por 


celulas denominadas condrocitos, e por uma matriz de cola- 
geno. Os condrocitos, unica celula da cartilagem, sao respon- 
saveis pela manutengao e regulagao funcional e estrutural da 
cartilagem, pois sintetizam os principals elementos da matriz. 
Na cartilagem hialina as fibras colagenas sao responsaveis por 
cerca de 60% do peso da cartilagem desidratada. Destas fibras, 
95% sao colageno tipo II, 3% do tipo XI, e 1% do tipo IX, 
que se distribuem por toda a cartilagem. A Figura 16.1 ilustra 
a anatomia da cavidade articular. 



Figura 16.1 Representagao de articulagao. 
Fonte: Adaptada de Mundt LA, et ai, 2011. 


A cavidade articular e delimitada pela parede da capsula 
articular composta de tecido fibroso. Internamente, a capsula 
articular e revestida pela membrana sinovial, separada da car¬ 
tilagem hialina apenas pelo liquido sinovial. Esta membrana e 
composta de um folheto duplo onde a membrana mais exter¬ 
na, formada por tecido conjuntivo frouxo e pequenos capi¬ 
lares, se localiza entre a parede da capsula articular/fibrosa e a 
membrana interna, denominada intima sinovial. Esse folheto 
interno e formado por uma a quatro camadas de celulas, os 
sinoviocitos. De grande interesse, a intima sinovial e compos¬ 
ta por dois tipos morfologicamente distintos de sinoviocitos: 
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celulas do tipo A (linhagem proveniente de macrofagos) e 
celulas do tipo B (linhagem de fibroblastos). Os sinoviocitos 
do tipo A tem fungao absortiva, podem absorver e degradar 
substancias extracelulares, debris celulares, microrganismos e 
antigenos no LS e na matriz cartilaginosa. Os sinoviocitos do 
tipo B fazem secregao de colageno, fibronectina, hialuronato 
e outros proteoglicanos para o interior da cavidade articu¬ 
lar. Essa membrana tem a capacidade de realizar a produgao 
do LS atraves de um processo de ultrafiltra^ao do plasma a 
partir dos capilares subsinoviais, devido a discreta diferenga 
de pressao hidrostatica e coloidosmotica desses capilares em 
relagao a cavidade articular, o que permite que a agua do 
compartimento intravascular se desloque em diregao a cavi¬ 
dade articular passando pelas celulas da membrana da intima 
sinovial. Esse processo de formagao do liquido sinovial esta 
extremamente equilibrado com o processo de reabsor^ao pe- 
los vasos linfaticos sinoviais e tambem pelos capilares sub¬ 
sinoviais, equilibrio que se altera nos processos patologicos, 
principalmente no processo inflamatorio, onde o volume de 
liquido na cavidade aumenta de maneira consideravel. 

Entao, podemos definir que o liquido sinovial e um ul- 
trafiltrado do plasma, que penetra na cavidade articular atra¬ 
ves de fenestras do endotelio capilar subsinovial. As celulas da 
membrana sinovial (sinoviocitos) secretam um concentrado 
de mucopolissacarideo (acido hialuronico/hialuronato), o 
que contribui para a viscosidade do liquido. O liquido si¬ 
novial apresenta uma concentragao de glicose, acido urico e 
eletrolitos semelhante a do plasma devido a uma baixa seleti- 
vidade da barreira da membrana sinovial a estas substancias. Ja 
para as proteinas de alto peso molecular, a barreira apresenta 
uma restrigao de passagem uma vez que no liquido sinovial 
encontramos em media 1/3 do valor plasmatico. O predo- 
minio proteico e de albumina, com ausencia de fibrinogenio. 
De aspecto amarelo-claro, limpido, viscoso, esteril e incoa- 
gulavel, esse liquido tem como fungao primordial lubrificar 
e tambem levar nutrientes para todas as celulas da cavidade 
articular. Os valores de referenda para os componentes do 
liquido sinovial em adultos normais estao naTabela 16.1. 


Tabela 16.1 Valores de referenda de liquido sinovial para 
adultos normais. 


Leucocitos 

< 1 50/yL/L 

• Neutrofilos 

< 25% 

• Linfocitos 

< 1 5% 

• Monocitos 

< 70% 

Glicose (^ entre sangue e LS) 

< 10 mg/dL 

Lactato 

< 25 mg/dL 

Proteinas 

1-3 g/dL 

Acido urico 

< 8 mg/dL 


Fonte: Adaptada Strasinger SK, et ai, 2008. 


Por meio da analise do liquido sinovial, as desordens da 
cavidade articular podem ser divididas em cinco categorias: 
Grupo I - Nao inflamatorio; Grupo II - Inflamatorio; Grupo 
III - Septico/infeccioso; Grupo IV - Induzido por cristais; e 
Grupo V - Hemorragico. A Tabela 16.2 traz somente algumas 
das principals patologias agrupadas nesses criterios, tendo em 
vista o grande numero de doengas que, de maneira direta ou 
indireta, acometem a cavidade articular. 


Tabela 16.2 Classificato em grupos das principals artro- 
patias. 

Grupo 1 

Osteoartrite 

Nao inflamatorio 

Artrite traumatica 


Acromegalia 

Grupo II 

Artrite reumatoide 

Inflamatorio 

Lupus eritematoso sistemico 


Febre reumatica 


Artrite psoriase 


Sindrome de Reiter 


Colite ulcerativa 

Grupo III: 
Septico/infeccioso 

Artrite septica (bacterias, fungos, 
Mycobacterium, virus...) 

Grupo IV 

Gota 

Induzido por 
cristais 

Pseudogota (condrocalcinose) 

Grupo V 

Artrite traumatica 

Hemorragico 

Disturbios de coagulagao 
(Hemofilia) 


Hemangioma 


Fonte: Adaptada de Kjeldsberg C, et ai, 1992. 


Qualquer alteragao na fungao do LS, devido a idade ou 
a um mecanismo patologico, pode contribuir no desenvolvi- 
mento de doengas degenerativas nas articulates, como a os- 
teoartrite. Os processos inflamatorios, independentemente de 
sua origem, ocasionam um crescente aumento de neutrofilos 
na cavidade articular, os quais produzem varias enzimas liticas 
como a hialuronidase e as metaloproteinases que despolime- 
rizam o acido hialuronico e reduzem consideravelmente sua 
viscosidade, por consequencia, reduzindo sua capacidade de 
lubrificar as articulates. 

■ PUNgAO ASPIRATIVA DO LIQUIDO 
SINOVIAL (ARTROCENTESE) 

A artrocentese traz inicialmente um alivio ao paciente, 
devido a drenagem do excesso de liquido na cavidade, com a 
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redugao da pressao exercida no espago articular, efeito des- 
compressivo. No momento da pun^ao, o clinico ja obtem 
informagoes importantes quanto ao aspecto macroscopico 
da amostra, que sera entao encaminhada para a analise labo- 
ratorial visando a sua classificagao em um dos cinco grupos 
ja mencionados para elucidagao da etiologia do derrame 
articular. 

As contraindicates para a aspiragao do LS sao a presen- 
ga de infecqao de pele ou subcutanea adjacente ao local da 
pungao, como as celulites, ou uma desordem de coagulagao 
primaria ou secundaria ao uso de medicamentos que alte¬ 
ram a hemostasia sanguinea. A incidencia de complicates 
septicas e baixa quando o procedimento e realizado por um 
medico experiente. 

A pun^ao articular para a obten^ao do LS e rotinei- 
ramente realizada com uma seringa heparinizada, que e 
prontamente encaminhada ao laboratorio para a realiza- 
gao de todos os exames laboratoriais. E fundamental que 
seja obedecida a sequencia de setores que irao manusear a 
amostra, sendo evidentemente o setor de microbiologia o 
primeiro, em seguida a citologia, e por ultimo os setores 
de bioquimica e imunologia. A amostra de LS pode ser 
tambem fracionada em tubos com anticoagulante especi- 
fico para cada setor do laboratorio, para posterior analise, 
contanto que essa transference seja realizada rapidamente 
ou de preference no momento da coleta. E de fundamen¬ 
tal importance que, se fracionado, se obede^a a criterios 
de separa^ao no que se refere a homogeneizagao e cuida- 
dos de contaminagao da amostra. Para o setor de citologia, 
seria aconselhavel uma aliquota anticoagulada com EDTA 
a fim de se evitar a formagao de coagulos e preservar o 
aspecto morfologico das celulas, de grande interesse tanto 
para a diferenciagao dos leucocitos como para a analise da 
citologia oncotica. Os setores de imunologia e bioquimica, 
normalmente, nao requerem frascos com anticoagulante. 
Nesses setores, as amostras devem ser centrifugadas para 
remover todas as celulas do sobrenadante. As celulas pre- 
sentes no liquido sinovial podem alterar a concentra^ao de 
algumas substances e tambem a composi^ao quimica do 
fluido. Amostras sugestivas de artropatias septicas devem, se 
possivel, no momento da coleta, ser inoculadas em frascos 
de hemocultura ou, entao, semeadas no laboratorio em 
agar sangue e agar chocolate. 

O procedimento de coleta e envio ao laboratorio, com 
seringa heparinizada ou frascos com anticoagulante, ira de- 
pender da padronizagao do laboratorio e do volume da 
amostra colhida. 

E importante que os testes e as analises do LS sejam rea- 
lizados em um tempo maximo de 1 hora apos a coleta da 
amostra, pois os prejuizos na citologia, as alteragoes bioqui- 
micas e os riscos de contaminagao sao significativos com o 
passar do tempo. 

Se a analise do LS nao puder ser realizada no prazo es- 
tipulado ou houver a necessidade de ser enviado para outro 
centro de diagnostico para testes posteriores, a amostra devera 
ser refrigerada. 


■ ANALISE DO LIQUIDO SINOVIAL 

A analise de liquido sinovial desempenha um importante 
papel no diagnostico de doen^as articulares, principalmente 
das monoartrites infecciosas e induzidas por cristais, para um 
diagnostico defmitivo. Em algumas outras situagoes patologi- 
cas, os testes realizados no LS nao irao fornecer um diagnos¬ 
tico preciso, porem irao direcionar o clinico para a realizagao 
de outros exames complementares. A interpreta^ao dos resul- 
tados de laboratorio deve ser cuidadosamente correlacionada 
com um historico clinico e o exame fisico do paciente. 

Exames de rotina do liquido sinovial devem incluir: 1) 
descrigao de cor e aspecto; 2) determinagao da viscosidade; 
3) contagem total de celulas (leucocitos e eritrocitos/m 3 ) e 
contagem diferencial de leucocitos (%); 4) estudos microbio- 
logicos; 5) observagao de cristais, se possivel em microscopia 
de luz polarizada; 6) testes bioquimicos para determinar a 
concentra^ao de glicose e proteinas. Outros procedimentos 
laboratoriais podem ser realizados em circunstancias especifi- 
cas para contribuir no diagnostico. 

Volume 

A analise de liquido sinovial come^a com a constatagao 
do volume de amostra puncionada, sendo que um volume 
superior a 4 mL em joelho sugere um derrame articular. Esta 
informagao normalmente e constatada pelo clinico no mo¬ 
mento da pungao. Em algumas situagoes em que a etiologia 
do derrame articular e conhecida, a artrocentese tern um ob- 
jetivo especificamente descompressivo. 

Cor e aspecto 

O LS normal e amarelo-claro e limpido. Quando seu aspec¬ 
to normal e modificado, se torna bastante interessante sua carac- 
terizagao, pois existe relagao direta com a etiologia do derrame. 
Nas artropatias nao inflamatorias (grupo I) e de se esperar que o 
aspecto do liquido nao se altere de maneira significativa; normal¬ 
mente ocorre uma intensificagao da cor amarela, mas sem turva- 
gao. Quando ocorre uma infiltracao inflamatoria (grupo II) de 
leucocitos, esse liquido adquire uma tonalidade cinza e apresenta 
turvagao. Essa caracteristica se intensifica quando o processo e de 
origem septica, tornando essa amostra purulenta, extremamen- 
te turva (grupo III). Um aspecto branco e turvo pode indicar 
a presenga de cristais (grupo IV), como ocorre na gota ou na 
pseudogota (condrocalcinose); derrames quilosos, embora raros, 
podem determinar esse mesmo aspecto e cor ao LS, como ob- 
servado na artrite reumatoide. Uma amostra hemorragica sugere 
extravasamento de sangue na cavidade (grupo V). Na evolugao 
desses derrames, podemos constatar amostras xantocromicas de- 
vido ao metabolismo da hemoglobina. 

Alem da observa^ao do aspecto e cor, o LS pode conter 
inclusoes, como os chamados “corpos de arroz”, resultantes 
da degenera^ao da membrana sinovial, encontrados princi¬ 
palmente na artrite reumatoide. Em pacientes portadores de 
proteses metalicas ou plasticas podemos observar particulas 
pigmentadas, que se assemelham a pimenta moida, chamados 
de residuos ocronoticos. 
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A observa^ao macroscopica da presenga de coagulos na 
amostra e importante devido ao fato de o LS normalmente 
nao apresentar fibrinogenio. A formagao de coagulos ocor- 
re normalmente em amostras de processos inflamatorios ou 
hemorragicos. 

Teste de viscosidade 

A avaliagao da concentragao ou da integridade do acido 
hialuronico polimerizado e feita pela observagao subjetiva 
da viscosidade do LS. Essa observagao pode ser realizada no 
momento da transference da amostra para um tubo onde 
se formam fios mucinosos ou pelo simples gotejamento da 
amostra. Em amostras normais os “fios mucinosos” forma- 
dos apresentam entre 3 e 5 centimetros. Ain da, o teste de 
coagulo de mucina (teste de Ropes), tambem e usado para 
avaliagao do complexo acido hialuronico-proteina (mucina). 
O teste reflete o grau de polimeriza^ao do acido hialuroni¬ 
co pela precipita^ao de sal proteico apos a acidifica^ao do 
liquido pelo acido acetico a 2%. Quando o coagulo formado 
e consistente indica que a integridade do complexo acido 
hialuronico-proteina esta adequada ou normal. A qualidade 
do coagulo e avaliada depois de 2 horas, como: 1) boa (coa¬ 
gulo viscoso, fir me, com fluido claro sobrejacente); 2) fraco 
(o coagulo e macio e o sobrenadante ligeiramente turvo); e 3) 
pobre (coagulo pequeno, com sobrenadante turvo); e 4) mui- 
to pobre (manchas de precipitado com sobrenadante turvo). 
Tanto a formagao do coagulo de mucina quanto a concen- 
tragao do acido hialuronico estao diminuidas nas condigoes 
inflamatorias. A importancia dos testes de viscosidade e for- 
magao do coagulo de mucina sao considerados por alguns 
autores como sendo testes nao confiaveis para a classificagao 
dos liquidos sinoviais. 

Dosagens bioqufmicas 
Glicose 

A dosagem de glicose tern um discreto valor diagnostico 
em LS e deve sempre ser comparada com a glicemia. O valor 
de referenda da glicose sinovial e de, no maximo, 10 mg/dL 
inferior a glicose serica. Os processos infecciosos/septicos sao 
os que apresentam os valores mais reduzidos de glicose sino¬ 
vial, podendo apresentar diferengas superiores a 25 mg/dL. 

Proteina 

Embora a concentra^ao proteica no LS seja muito infe¬ 
rior a serica, quase todos os tipos de proteina estao presentes 
no liquido, com excegao das proteinas de alto peso molecular 
como o fibrinogenio. A concentragao proteica normal e de 
1 a 3 g/dL e o seu aumento ocorre em condigoes inflamato- 
rias de diversas origens. 

Acido urico 

O acido urico pode ser dosado em amostras de LS de 
pacientes suspeitos de gota com a inten^ao de diagnostico, 
embora a pesquisa dos cristais de urato monossodico seja de 


maior valor. Os niveis de acido urico sinovial variam de acor- 
do com os niveis plasmaticos, e seu valor de referenda e de 6 
a 8 mg/dL. Os niveis aumentados de acido urico levam a for- 
magao de cristais de urato monossodico na cavidade articular 
e consequente desenvolvimento do processo inflamatorio. 

Lactato 

A determinagao dos niveis de lactato no LS tern interesse 
na maioria dos casos de artropatias, porem e util nas artrites 
septicas onde os niveis de lactato sao superiores a 25 mg/dL. 

Como mencionado anteriormente, as determinates 
bioquimicas no LS tern pouco interesse diagnostico na maio¬ 
ria dos casos, pois nao fornecem informagoes alem das obtidas 
com outros exames laboratoriais. Esse motivo levou muitos 
laboratories a nao mais realizar rotineiramente as dosagens de 
glicose, proteina e acido urico em amostras de LS. 

Citologia 

A contagem total e a contagem diferencial dos leucocitos 
sao de grande importancia na analise do LS para a classifi- 
ca^ao da amostra quanto a sua etiologia, principalmente na 
distin^ao entre um liquido septico, inflamatorio e nao infla- 
matorio. E importante ressaltar que em uma artrite septica 
inicial, a contagem de leucocitos pode ser normal ou dis- 
cretamente elevada, o que tambem poderia ser relacionado 
a uma artropatia inflamatoria nao infecciosa. A quantidade 
de leucocitos que se infiltra na cavidade articular e relacio- 
nada, evidentemente a etiologia do processo, mas tambem ao 
tempo de exposigao ao agente ou ao tempo de mobilizagao 
celular. 

A contagem de leucocitos em amostras normais nao 
ultrapassa a 200 leucocitos/mm 3 e com uma discreta pre- 
sen^a de neutrofilos. A maioria dos autores considera como 
referenda valores de 0 a 150 leucocitos/mm 3 , apresentando 
em torno de 10% de neutrofilos, 25% de linfocitos, 50% de 
monocitos, 10% de macrofagos, e 5% de celulas de revesti- 
mento sinovial. Outras celulas podem estar presentes em LS 
de relevancia diagnostica como os eosinofilos, plasmocitos e 
macrofagos especificos, ainda a celula de Reiter (macrofa¬ 
gos vacuolizados com neutrofilos englobados), e o Ragocito 
(neutrofilos com granulos escuros). 

Na classificagao do LS, de acordo com a sua etiologia, 
temos como regra geral, mas nao absoluta, que as desordens 
do Grupo I (nao inflamatorias) sao geralmente associadas com 
uma contagem de leucocitos entre 200 e 3.000/mm 3 , com 
predominio de monocitos e linfocitos; desordens do grupo 
II (inflamatorias) apresentam uma contagem entre 3.000 e 
7.5000/mm 3 com um percentual alto de neutrofilos; as de¬ 
sordens do grupo III (infecciosas) geralmente com contagem 
entre 50.000 e 200.000/mm 3 com grande predominio de 
neutrofilos; e fmalmente as desordens do grupo IV (induzidas 
por cristal), com contagem de leucocitos que pode variar de 
500 ate 200.000/mm 3 , como mostra a Tabela 16.3. A rela- 
gao de mobilizagao dos leucocitos em processos patologicos 
deve ser interpretada levando-se em consideragao aspectos tais 
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como: caracteristica do agente etiologico, tempo de exposi^ao 
ao agente, tempo de mobilizagao celular, e caracteristica de 
integridade do paciente para uma correta correlagao na clas- 
sifica^ao do LS, pois tanto a quantidade quanto a relagao di- 
ferencial de leucocitos podem nao ser especificos a um grupo 
de classificagao ou apresentar relagao a dois ou mais grupos. 

A contagem diferencial de leucocitos tambem acrescenta 
informagoes valiosas ao diagnostico. Como regra, observamos 
um predominio absoluto de neutrofilos nos processos sep- 
ticos, geralmente acima de 90%. Esse predominio tambem 
ocorre, mas de maneira nao tao intensa nas artrites inflamato- 
rias e artropatias induzidas por cristais (Tabela 16.3). Por outro 
lado, nos processos nao inflamatorios a contagem percentual 
de neutrofilos normalmente e inferior a 50%. Podemos ob¬ 
server um predominio de linfocitos com percentual menor 
de monocitos nas fases iniciais da artrite reumatoide, em in- 
fec^oes cronicas, no lupus eritematoso sistemico, e em outras 
colagenoses. Por outro lado, os monocitos predominam com 
um percentual menor de linfocitos nas infec^oes virais, e prin- 
cipalmente nas artrites cronicas induzidas por cristais. 

A analise citologica do LS pode tambem demonstrar a 
presenga de celulas LE em um percentual baixo de pacientes, 
que possuem lupus eritematoso sistemico ou artrite reuma¬ 
toide. Ainda, em pacientes com artrite reumatoide tardia, po¬ 
demos observar ragocitos, neutrofilos, que possuem inclusoes 
citoplasmaticas escuras provenientes de complexos imunes, 
fibrina e imunoglobulinas. Essas celulas nao sao especificas 
da artrite reumatoide. Os condrocitos, celulas da cartilagem, 
podem estar presentes no LS de pacientes com osteoartrite 
ou artrite traumatica. 

Por ultimo, a visualiza^ao e diferenciagao das celulas da 
membrana sinovial nao parece ter importancia diagnostica 
relevante. Essas celulas apresentam um aspecto morfologico 
semelhante as celulas mesoteliais da pleura e do peritonio, e 
em algumas situates pode ser dificil a sua diferenciagao com 
macrofagos e histiocitos. 

Como foi descrito, o exame citologico deve preferen- 
cialmente ser realizado dentro de 1 hora apos a pungao do LS. 
A citologia consiste inicialmente na contagem global de leu¬ 
cocitos e eritrocitos em camara de Fuchs-Rosenthal. Conta- 


gens celulares em equipamentos de automate se mostram 
cada vez mais confiaveis, sendo observados alguns cuidados 
quanto a presenga de redes de fibrina, coagulos, cristais ou 
qualquer tipo de substancia que possa interferir na qualidade 
do resultado. 

Amostras que apresentam coagulos ou reticulos de fibri¬ 
na tern comprometida a qualidade do resultado citologico e 
nao devem ser avaliadas para formulate do diagnostico. Em 
amostras purulentas, com uma quantidade muito grande de 
leucocitos, podemos diluir as amostras com a propria solu¬ 
te diluente do equipamento ou, entao, usar uma solu^ao de 
NaCl 0,9%. E importante que cada laboratorio desenvolva 
contagens paralelas para conhecer a linearidade e a confiabili- 
dade de seu equipamento em amostras de liquidos cavitarios. 

Seguindo com o exame citologico, a contagem diferen¬ 
cial de leucocitos deve ser realizada preferencialmente em 
preparagoes feitas em citocentrifuga, onde a velocidade de 
rotate e, em media, de 600 a 700 RPM por 3 minutos. Esse 
tipo de prepara^ao proporciona uma excelente qualidade e 
quantidade de celulas para a diferenciagao dos leucocitos ou 
a pesquisa de celulas neoplasicas. A coloragao hematologica 
usada deve manter a qualidade de toda a prepara^ao. Na ex¬ 
perience do autor, a colora^ao de May-Griinwald/Giensa 
satisfaz a expectativa de citologistas de boa coloragao. 

Pesquisa de cristais 

O mecanismo que desencadeia a precipitagao e o de- 
posito de cristais na cavidade articular, ainda nao foi bem 
esclarecido, mas varios fatores parecem pressupor que o en- 
velhecimento, a predisposigao familiar, e dano as articulates 
favorecem o deposito de cristais.Varias altera^oes metabolicas 
estao associadas com o deposito de certos tipos de cristais, 
como no hipotireoidismo, na hemocromatose, particular- 
mente na osteoartrite e no lupus eritematoso sistemico. Tern 
sido especulado que mudangas locais na quimica do tecido, 
anomalias na matriz da cartilagem, e perda de certos inibido- 
res podem contribuir para a deposi^ao de cristais. 

As artrites induzidas por cristais e artrites septicas repre- 
sentam as duas indicates m ais importantes para a artrocen- 
tese e posterior analise de liquido sinovial. Portanto, se um 


Tabela 16.3 Classificato do liquido sinovial e rela^ao do aspecto com a celularidade. 


Tipo 

Aspecto 

N° WBC/mm 3 

% Neutrofilos 

Normal 

Amarelo-claro e viscoso 

0-200 

< 10% 

Nao inflamatorio 

Amarelo- claro a levemente turvo e viscoso 

200-2.000 

< 20% 

Inflamatorio 

Amarelo, levemente turvo e pouco viscoso 

2.000-50.000 

20-70% 

Septico 

Turvo com perda de viscosidade 

> 50.000 

>70% 

Induzido por cristais 

Branco opaco 

500-50.000 

20-70% 

Hemorragico 

Vermelho ou xantocromico 

50-10.000 

20-70% 


Fonte: Adaptada de Mundt LA, et ai, 2011. 
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processo infeccioso nao faz parte da suspeita diagnostica, a 
analise do liquido sinovial para pesquisa de cristais representa 
a parte mais essencial de todos os exames laboratoriais do 
liquido sinovial. 

Sao enfermidades relacionadas com as manifesta^oes 
inflamatorias osteoarticulares decorrentes da deposigao de 
microcristais nas articulates e foram denominadas artrites 
microcristalinas. Em 1876, Garrod identificou com microsco- 
pia de luz polarizada diversos tipos diferentes de cristais em 
LS, e somente em 1962 McCarty demonstrou que fagocitos 
englobam esses cristais na cavidade articular e desencadeiam 
um processo inflamatorio. Apos essas descobertas, diversos 
cristais foram descritos ao longo do tempo, como os cristais 
de monourato de sodio ou tambem conhecidos como urato 
monossodico, pirofosfato de calcio di-hidratado, fosfato basico 
de calcio (apatita), de colesterol, oxalato de calcio, entre outros. 

A identificagao de cristais no LS e um dos poucos testes 
patognomonicos no estudo das artropatias. A observagao de 
cristais em LS pode ser feita em microscopia optica, levando- 
-se em consideragao o aspecto morfologico e a coloragao do 
cristal, mas a examinagao de cristais a microscopia com luz 
polarizada e extremamente importante para o diagnostico di- 
ferencial das artropatias induzidas por cristais. Em alguns casos, 
somente esta metodologia e capaz de diferenciar certos cris¬ 
tais. Os cristais podem ser classificados segundo seu aspecto 
morfologico e sua caracteristica de birrefringencia. A analise de 
cristais e mais comumente realizada para o diagnostico da gota, 
com a observagao de cristais de urato monossodico, que apre- 
sentam aspecto de agulha e, sob luz polarizada, birrefringencia 
negativa. Outros cristais que podem ser encontrados no LS e 
que tern interesse clinico incluem os cristais de pirofosfato de 
calcio di-hidratado presentes na pseudogota. Esses cristais sao 
romboides ou retangulares, com birrefringencia positiva. Os 
cristais de colesterol podem ser vistos em derrames articulares 
cronicos de pacientes com osteoartrite ou artrite reumatoide 
de forma retangular achatada e forte birrefringencia positiva. 
Alem destes, podemos observar cristais de oxalato de calcio, 
que apresentam uma forma bipiramidal, exatamente iguais aos 
que aparecem em urina, e os cristais de hidroxiapatita. 

Analise microbiologica 

Varios agentes infecciosos podem penetrar na cavidade 
articular atraves da via hematogenica (decorrente de uma 
infecgao a distancia, como pneumonia, meningite ou septi¬ 
cemia), por contiguidade (apos um quadro de celulite, abs- 
cesso ou osteomielite), ou trauma (por inoculagao direta) e 
desencadear uma artrite septica. Embora as bacterias sejam 
os agentes mais frequentes, os virus, as espiroquetas e os fun- 
gos tambem podem ser isolados como agentes causadores de 
artropatia infecciosa. A coloragao de Gram e Ziehl-Neelsen, 
e culturas em agar sangue e agar chocolate para agentes ae¬ 
robios e anaerobios devem ser realizadas. Alguns laborato¬ 
ries para o estudo microbiologico inoculam uma aliquota 
da amostra diretamente em um frasco de hemocultura (para 
aerobios e anaerobios), o que aumenta a sensibilidade na de- 
teegao de microrganismos, e a probabilidade de cultura po¬ 


sitiva para aerobios no liquido sinovial, principalmente nos 
doentes sob antibioticoterapia. Culturas especificas podem 
ser importantes no caso de suspeita de agentes como fun- 
gos , Mycobacterium ou virus. A artrite septica ocorre quando o 
agente infeccioso esta presente na articula^ao e desencadeia 
uma resposta inflamatoria que se apresenta, geralmente, como 
monoartrite. A articulagao do quadril e a mais acometida 
(principalmente nos recem-nascidos e lactentes), seguida por 
joelhos, cotovelos e tornozelos. O agente etiologico bacteria- 
no mais frequente em qualquer faixa etaria e o Staphylococcus 
aureus. Outros agentes bacterianos de relevancia clinica estao 
relacionados naTabela 16.4. 


Tabela 16.4 Agentes etiologicos da artrite septica confor- 
me faixa etaria. 

Recem-nascidos 

Gram-negativos 


Estreptococos do grupo B 

Lactentes e pre-escolares 

Hemophilus influenzae 

Periodo escolar 

Estreptococos 

Adolescentes 

Neisseria gonorrhoeae 


Fonte: Adaptada de Wang CL, et al., 2003. 

Como vimos, para o diagnostico de artrite septica e 
obrigatoria a realizagao da coloragao de Gram, que e reali¬ 
zada em esfregagos de amostras centrifugadas ou prepara^oes 
em citocentrifuga. Essa coloragao pode apresentar certa difi- 
culdade em amostras extremamente purulentas. A cultura do 
LS se mostra positiva em cerca de 70% dos casos de artrite 
septica. Por outro lado, alguns agentes infecciosos sao difi- 
ceis de ser cultivados, como nas artrites gonococicas, onde 
mais de 2/3 das culturas sao negativas. Contribuindo para o 
diagnostico de artrite septica bacteriana, ainda observamos o 
liquido sinovial geralmente purulento, com aumento do nu- 
mero de leucocitos e predominio de neutrofilos, diminuigao 
dos niveis de glicose, aumento de proteinas e desidrogenase 
latica, alem de baixa viscosidade. 
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Liquidos Cavitarios ou Liquidos Serosos 


■ INTRODUgAO 

No folheto embrionario mesoderme forma-se a cavi- 
dade celomatica embrionaria que, por sua vez, da origem 
a tres cavidades denominadas cavidade pleural, peritoneal 
e pericardica, as quais sao revestidas por duas membranas 
ditas membranas serosas, constituidas por tecido conjuntivo, 
e uma unica camada de celulas ditas celulas mesoteliais, em 
virtude da origem mesodermica. Uma dessas membranas 
reveste a parede da cavidade e se chama membrana parietal, 
e a outra reveste os orgaos do interior da cavidade e se cha¬ 
ma membrana visceral. Essas membranas recebem nomes 
diferentes de acordo com o orgao que estao revestindo. No 
pulmao recebem o nome de pleura, no coragao, pericardio, 
e na cavidade abdominal, peritonio. Em condigoes normais, 
a lubrifica^ao entre estas membranas e feita por uma peque- 
na quantidade de um fluido que possui aspecto semelhante 
ao do soro humano, fato este que deu origem ao nome “li¬ 
quidos serosos”.Tal lubrifica^ao e imprescindivel para dimi- 
nuir o atrito entre as membranas durante a movimentagao 
dos orgaos. Certas condigoes patologicas provocam o acu- 
mulo de liquido dentro das cavidades serosas, dando origem 
as chamadas efusoes serosas, e o exame desse liquido acu- 
mulado possui grande valor no diagnostico, especialmente 
a analise microscopica das celulas e a analise bioquimica. A 
Figura 17.1 ilustra as membranas serosas, as cavidades cor- 
porais e as vise eras. 

Diariamente, muitos laboratorios de analises clinicas re¬ 
cebem amostras de liquidos serosos, principalmente os hos- 
pitalares. Contudo, a analise desses liquidos pelos profissionais 
do laboratorio e normalmente realizada mediante apreensao 
e esquiva, talvez pelo fato de a literatura laboratorial referente 
aos liquidos serosos ser ainda escassa. Este capitulo tern o ob- 
jetivo de fornecer subsidios, por intermedio do conhecimen- 
to e da experiencia dos autores para analisar liquidos serosos 
com confian^a, habilidade, exatidao e precisao. Geralmente, o 
proposito da analise laboratorial de liquidos serosos e detec- 
tar e monitorar condigoes tais como: inflamagao, neoplasias, 
sangramentos e infec^oes nas cavidades serosas. 

Uma vez que a amostra de liquido seroso chega ao labo¬ 
ratorio para ser analisada, os testes realizados devem ser plane- 
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Figura 17.1 Cavidades pleural, pericardica e peritoneal. 
Fonte: CLSI, 2005. 


jados para maximizar as informagoes que podem ser obtidas 
das amostras. Os tipos de testes a serem realizados devem ser 
selecionados e agrupados, dependendo do tipo da amostra 
e dos questionamentos a serem respondidos para a adequa- 
da conduta clinica. A analise macroscopica de cor e aspecto 
deve ser anotada e, na maioria dos casos, a contagem global 
e diferencial de celulas nucleadas torna-se item indispensa- 
vel. Sempre que ha suspeita da presenga de celulas malignas, 
uma porgao da amostra deve ser enviada ao laboratorio de 
citologia/anatomia patologica e, nos casos de doen^as he- 
matologicas, outra porgao da amostra deve ser enviada para a 
citometria de fluxo. Se ha suspeita de infeegao, uma porgao 
da amostra deve ser enviada para cultura e Gram. Os liquidos 
serosos devem ser submetidos ao laboratorio de bioquimi¬ 
ca para determinagao de proteinas e glicose, alem de outros 
testes quando clinicamente recomendados. Em alguns casos, 
estudos complementares, como imuno-histoquimica e bio- 
logia molecular podem ser uteis, particularmente nos casos 
de neoplasias. 
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■ LIQUIDO PLEURAL 
Formagao, composigao e fungoes 

O liquido pleural e derivado do plasma, que atravessa os 
vasos sanguineos sistemicos das membranas pleurais a uma 
velocidade aproximada de 0,6 mL/h, e e absorvido em ve- 
locidade semelhante pelos vasos linfaticos da pleural parietal. 
A irrigagao da membrana parietal e realizada pela circulagao 
sistemica e a da membrana visceral pela circulagao sistemica 
e pulmonar. O espa^o entre as duas membranas e preenchido 
pelo liquido pleural, um microfiltrado vascular cuja principal 
fungao e a lubrifica^ao das superficies pleurais internas para 
facilitar o deslizamento das pleuras visceral e parietal durante 
os movimentos respiratorios. O liquido pleural, contido na 
cavidade pleural, normalmente apresenta volume pequeno, 
em torno de 1 a 20 mL ou 0,25 mL/kg. Tambem apresenta 
baixa concentragao de proteinas, aproximadamente 15% da 
concentra^ao de proteinas do plasma (constituidas principal- 
mente por albumina, globulinas e fibrinogenio), e de celulas 
(principalmente celulas mesoteliais, monocitos/macrofagos e 
linfocitos), e e renovado continuamente por um balango de 
forgas entre a pressao hidrostatica e a oncotica da microcircu- 
lagao e do espago pleural. A espessura uniforme da cavidade 
pleural e mantida pela sua recirculagao em decorrencia tanto 
da forga da gravidade como pelos movimentos ventilatorios 
e cardiogenic os. As alteragoes nesse balango homeostatico 
provocam um derrame ou efusao pleural, ou seja, o aumento 
do volume desse fluido na cavidade pleural, como resultado 
de um aumento da produgao que excede a taxa de remo^ao. 
Nesse desequilibrio pode estar envolvido o aumento da per- 
meabilidade da membrana pleural ou da pressao dos capilares 
pulmonares, a diminuigao da pressao oncotica ou intrapleural, 
e/ou a obstrugao do fluxo linfatico. 

■ COLETA - TORACOCENTESE 

A coleta de liquido pleural e realizada por meio de um 
procedimento chamado toracocentese, no qual uma agulha e 
inserida, mediante anestesia local, na cavidade pleural para a 
retirada do liquido pleural. E uma tecnica considerada pouco 
invasiva, contudo deve ser realizada pelo medico requisitan- 
te, seguindo diretrizes internacionalmente recomendadas, no 
intuito de acessar a cavidade pleural com seguran^a e mini- 
mizar possiveis variaveis pre-analiticas que possam afetar os 
resultados. A toracocentese e contraindicada em casos de al- 
tera^oes na hemostasia e quando existem lesoes de pele como 
queimaduras por radioterapia, herpes-zoster ou piodermite, 
devido aos riscos de infec^ao e sangramento cutaneo. A com- 
plicagao mais frequente do procedimento e o acumulo de 
ar na cavidade pleural, conhecida como pneumotorax, cuja 
incidencia e de 3% a 19%. Previamente a toracocentese e 
necessario verificar a quantidade de liquido no espago pleu¬ 
ral atraves de radiografia ou ultrassonografia a fim de saber a 
quantidade que podera ser retirada. Para a maioria dos testes, 
50 a 100 mL de liquido sao adequados. A amostra de liquido 
pleural, apos a coleta, deve ser fracionada em tubos. 


O tubo destinado as contagens celulares deve conter 
EDTA, mas se a analise for realizada logo apos a coleta, pode- 
-se utilizar heparina (1 a 2 gotas para 5 mL). Para exames ci- 
topatologicos recomenda-se um volume de 50 mL (minimo 
de 15 mL). Nao se requer amostras estereis, a nao ser para pes- 
quisa de microrganismos, contudo caso seja utilizado algum 
anticoagulante, o mesmo nao deve ter efeito bactericida ou 
bacteriostatico. O anticoagulante mais utilizado nesses casos e 
o polianetol sulfonato de sodio (SPS). Caso seja coletada uma 
pequena quantidade de amostra, a mesma deve ser enviada 
primeiramente ao setor de microbiologia, em seguida hema- 
tologia/citologia, e, por fim, para as analises imunoquimicas. 

■ MANIPULAgAO, TRANSPORTE E 
ARMAZENAMENTO 

Liquidos pleurais oriundos de coletas com grandes volu¬ 
mes devem ser aliquotados em volumes menores antes de serem 
transportados para o laboratorio. As amostras devem ser gen- 
tilmente agitadas antes da aliquotagem. Recomenda-se que o 
transporte do local de coleta ate o laboratorio seja feito em tem- 
peratura ambiente, e em tempo aceitavel, para manter a integri- 
dade da amostra, caso contrario pode ocorrer lise e degradacao 
celular, assim como crescimento bacteriano. O metodo de trans¬ 
porte tambem pode afetar a integridade da amostra e deve ser 
analisado com cautela. Por exemplo, na utilizacao de sistema de 
tubos pneumaticos deve-se verificar a ocorrencia de agitagao ex- 
cessiva dos fluidos, a qual pode resultar em dano dos constituintes 
celulares. E recomendado que a analise do fluido seja iniciada 
imediatamente apos a coleta. No entanto, se nao for possivel, 
a amostra pode ser armazenada em refrigeracao entre 2 °C e 
8 °C,por ate 48 horas. Os detalhes celulares evidenciados por co- 
loragoes citologicas como May Grunwald-Giemsa e Papanicolaou 
permanecem adequadamente preservados com a refrigeragao da 
amostra por alguns dias. Os autores recomendam nao ultrapassar 
4 (quatro) dias para evitar degradagao das celulas. Amostras coa- 
guladas, envelhecidas ou sem identificagao devem ser rejeitadas. 

■ PATOLOGIAS ASSOCIADAS AO DERRAME 
PLEURAL - TRANSUDATOS E EXSUDATOS 

As efusoes que podem ocorrer na cavidade pleural po- 
dem ser classificadas em transudatos e exsudatos. Os transu- 
datos sao derrames de origem nao inflamatoria, que ocorrem 
devido a um aumento da formagao do ultrafiltrado vascular 
pelas membranas serosas, resultante de um desequilibrio da 
pressao hidrostatica ou osmotica. Por sua vez, os exsudatos se 
desenvolvem como consequencia de condi^oes patologicas 
tais como neoplasias, doengas infecciosas e inflamatorias, as 
quais aumentam a permeabilidade capilar e permitem que 
moleculas de alto peso molecular entrem na cavidade pleu¬ 
ral. O diagnostico diferencial dos exsudatos e mais extenso e 
comumente necessita de outras analises para se determinar 
a causa. O diagnostico preciso e importante para garantir a 
efetividade do tratamento, sendo que o desenvolvimento do 
derrame e subsequente empiema pode ser debilitante e re- 
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sultar em internagao prolongada e aumentar a morbidade. 
ATabela 17.1 relata as principals causas de efusoes pleurais. 

■ ANALISE FISICA MACROSCOPICA 

O passo inicial na investigagao de efusoes pleurais e a ana- 
lise macroscopica atraves da visualizagao da cor e do aspecto 
do liquido pleural e deve ser realizada antes e apos a centrifu- 
gagao da amostra, pois essas caracteristicas auxiliam na identi- 
ficagao da etiologia do derrame. A cor, o aspecto e a presenga 
ou ausencia de coagulos de fibrina devem ser rotineiramente 
reportados pelo laboratorio. Os transudatos possuem tonalida- 
de palha, aspecto limpido, e ausencia de coagulos. Outras cores 
observadas em fluidos patologicos incluem: vermelho, mar- 
rom, verde, branco e preto. Um liquido purulento geralmente 
e associado com processo infeccioso e a presenga claramente 
visivel de pus evidencia diagnostico de empiema. Infecgoes da 
pleura por bacterias anaerobicas podem produzir um odor fe- 
tido, e pleurite reumatoide pode ocasionar um liquido turvo 
e branco esverdeado. O aspecto pode ser descrito como lim¬ 


pido, turvo, purulento e hemorragico. Se o liquido for viscoso, 
deve ser anotado no resultado. Quando um liquido pleural e 
turvo, leitoso ou hemorragico, a amostra deve ser centrifugada 
e o sobrenadante examinado. Se a turbidez desaparece com a 
centrifugagao, e provavel que a mesma tenha ocorrido devido 
a um aumento do numero de celulas ou detritos.Todavia, se a 
turbidez persiste, o quadro pode ser de quilotorax ou pseudo- 
quilotorax. A Tabela 17.2 descreve as principals possibilidades 
de coloragao, aspecto, e sua correlagao com a provavel etiologia. 

■ ANALISE MICROBIOLOGICA 

O liquido pleural pode ser infectado por diversos tipos 
de microrganismos, entre eles bacterias, fungos, virus ou para- 
sitas. Quanto maior o volume de liquido encaminhado para a 
analise, melhor a positividade, visto que o numero de patoge- 
nos na amostra pode ser muito baixo. Assim sendo, qualquer 
quantidade de um patogeno importante isolado em metodo 
direto ou numero de colonias isoladas em cultura deve ser 
considerada. 


Tabela 17.1 Causas de efusoes pleurais. 


Transudatos 

Exsudatos 

Pressao hidrostatica aumentada ou pressao oncotica 

Permeabilidade capilar aumentada ou reabsor^ao 

plasmatica reduzida 

linfatica reduzida 

Situagoes clmicas gerais 

Doengas infecciosas 

Atelectasia lobar aguda 

Pneumonia bacteriana (efusao parapneumonica) 

Insuficiencia cardiaca congestiva 

Tuberculose 

Cirrose com ascite 

Infecgao viral 

Sindrome nefrotica com hipoproteinemia 

Infecgao fungica 

Pos-operatorio de cirurgia abdominal 

Infecgao parasitaria 

Efusao pos-parto 

Abscesso pulmonar 

Dialise peritoneal 

Neoplasias 

Doenqas veno-oclusivas 

Carcinoma metastatico 

Hidrotorax hepatico 

Cancer de pulmao 

Urinotorax 

Mesotelioma 

Doenqa pericardica 

Leucemia e linfoma 

Mixedema 

Embolia pulmonar 

Procedimento de Fontan 

Doenga vascular do colageno 

Transplante de medula ossea 

Artrite reumatoide 

Causas iatrogenicas 

Lupus eritematoso sistemico 

Drogas indutoras de lupus 

Linfadenopatia imunoblastica 

Sindrome de Sjogren 

Sindrome de Churg-Strauss 

Granulomatose de Wegener 

(Continue/) 
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Tabela 17.1 Causas de efusoes pleurais. 

(Continuagao) 

Transudatos 

Exsudatos 

Pressao hidrostatica aumentada ou pressao oncotica 
plasmatica reduzida 

Permeabilidade capilar aumentada ou reabsorgao 
linfatica reduzida 


Doengas gastrointestinais 

Pancreatite 

Ruptura esofagica 

Abscesso subfrenico 

Abscesso hepatico 


Pos-enfarte do miocardio 


Drogas 

Nitrofurantoina 

Amiodarona 

Dantroleno 

Metisergida 

Bromocriptina 

Procarbazina 


Sarcoidose 


Uremia 


Sindrome de Meigs 


Queimaduras eletricas 


Injuria iatrogenica 


Radioterapia 


Sindrome da unha amarela 


Exposigao ao asbesto 


Trauma 

Hemotorax 

Quilotorax 


Efusoes quilosas 

Trauma 

Linfoma 

Carcinomas 

Tuberculose 

Fonte: Kjeldsberg e Knight, 1993; Mason et ai, 2005. 


Procedimento 

A amostra do liquido pleural para analise microbiologica 
devera ser coletada em frasco esteril, sem adigao de qualquer 
anticoagulante, pois esses podem inibir o crescimento de al- 
guns microrganismos, com excegao para a cultura de mico- 

bacterias, que devera ter adigao de heparina no momento da 
coleta. Deve ser encaminhada ao laboratorio a temperatura 
ambiente, o mais rapido possivel, no maximo 2 horas apos a 
coleta, para a realizagao dos exames diretos e culturas (cultura 
em geral para bacterias aerobias, bacterioscopia, pesquisa e 
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Tabela 17.2 Cor e aspecto do liquido pleural antes e apos a centrifugagao e o possivel significado clinico. 


Aspecto 

Coloragao pre-centrifugagao 

Coloragao pos-centrifugagao 

Etiologia 

Limpido 

Amarelo-claro 

Amarelo-claro 

Transudato 

Turvo/hemorragico 

Roseo/vermelho 

Amarelo-claro 

Punqao traumatica 
Parapneumonico 

Empiema 

Neoplasia 

Tuberculose 

Aneurisma aortico 

Trauma toracico 

Pancreatite 

Turvo 

Turvo 

Branco leitoso 

Quilotorax 

Linfoma 

Cancer 

Trauma 

Turvo 

Amarelo esbranquiqado 

Branco leitoso 

Pseudoquilotorax 

Doenqas cronicas 

Artrite reumatoide 

Tuberculose 


Fonte: Kjeldsberg e Knight, 1993. 


cultura de BAAR, pesquisa e cultura de fungos). O liquido 
pleural jamais deve ser refrigerado ou congelado para a reali- 
zagao dos testes microbiologicos. 

Cultura para bacterias aerobias 

As amostras devem ser semeadas em meios seletivos e 
diferencias para bacterias Gram-positivas e negativas (Agar 
sangue, MacConkey e Agar chocolate). Quando o volume 
de material colhido for superior a 1 mL, o mesmo deve ser 
inoculado, de preferencia, na beira do leito, em frascos de he- 
mocultura, e transportados a temperatura ambiente ate 6 ho- 
ras apos a coleta. Esse procedimento aumenta a positividade 
e inibe a agao de antibioticos. Volumes de amostras menores 
do que 1 mL devem ser centrifugados e semeados em placas. 
Havendo suspeita de infecgao por anaerobios, a coleta deve 
ser em frascos a vacuo. 

Bacterioscopia (Gram) 

Para a confecgao da lamina, a amostra deve ser centri- 
fugada por 15 minutos a 5.000 rpm, apos remover o sobre- 
nadante e suspender o sedimento, montar as laminas para 
coloragao de Gram e pesquisa de BAAR. A sensibilidade da 
coloragao de Gram nao esta muito bem-documentada para 
o liquido pleural, mas como em outros liquidos corporais, 
ela raramente excede 70%. Recomenda-se a elaboragao da 
coloragao de Gram no liquido centrifugado como diagnos¬ 


tic© previo a cultura. O crescimento em meios de cultu¬ 
ra sem a visualizagao de bacterias na coloragao previa pelo 
Gram seria devido a baixa concentragao de microrganismos 
na amostra. 

Pesquisa e cultura de bacilo de Koch (BAAR) 

Exame direto para pesquisa de BAAR usar a tecnica de 
coloragao de Kinyoun ou Ziehl-Neelsen, em liquido pleu¬ 
ral centrifugado. Cultura de micobacterias. Metodo con- 
vencional, cultura realizada em meio solido de Loewenstein 
e Jansen, de preferencia com o sedimento apos centrifuga- 
gao. Realizada em liquido pleural heparinizado (5.000 UI/ 
10 mL), no momento da colheita para evitar a formagao de 
coagulos, fato esse que aprisionaria os bacilos na rede de fi- 
brina. O rendimento da baciloscopia direta do liquido pleural 
tern sido proximo de zero, e a positividade de cultura em 
Lowenstein-Jensen de 10% a 60%. 

Pesquisa e cultura para fungos 

Exame direto para fungos, com uso de KOH a 20% e 
quando clinicamente indicado “tinta da china” (nanquim) 
para pesquisa da criptococose. Cultura para fungos semear 
em Sabouraud e/ou seletivo para fungos. A infecgao por 
Cryptococcus neoformans, Aspergillus spp e Rhizopus spp sao 
as doengas fungicas graves mais frequentes em pacientes 
com derrames pleurais em portadores do virus HIV e uso 
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de imunossupressores. As infec^oes fungicas nos derrames 
pleurais sao raras, e o acometimento pleural sem doenga sis- 
temica ou pulmonar associada e excepcional. Blastomicose 
e coccidioidomicose sao causas menos comuns e raras de 
derrames pleurais. 

Considera^oes 

Culturas para anaerobios e fungos sao indicadas quando 
ha fracasso no tratamento ou quando ha forte suspeita clini- 
ca dessas infec^oes. Culturas para micobacterias sao sugeridas 
onde ha grande prevalencia dessas doengas na populagao. A 
execugao de bacterioscopia (Gram) e de baciloscopia (Ziehl- 
-Neelsen) sao, apesar de baixa sensibilidade e especificida- 
de, auxiliares no diagnostico, mas nao excluem as culturas. 
Os principals agentes encontrados nas culturas de liquidos 
pleurais sao o Streptococcus pneumoniae , o Staphylococcus aureus , 
as Enterobacterias, o Mycobacterium tuberculosis o Streptococcus 
pyogenes , o Haemophylus influenza , o Mycoplasma spp e, rara- 
mente, a Legionella spp. Conforme Tabela 17.3, observa-se 
que o Streptococcus pneumoniae e o agente mais frequentemen- 
te encontrado em criangas. 

Com relagao ao diagnostico do derrame pleural causado 
por Mycobacterium tuberculosis em um estudo recente realizado 
no Brasil foi demonstrado que os rendimentos da bacilosco¬ 
pia direta e da cultura para M. tuberculosis do escarro induzido 
de pacientes com derrame pleural por tuberculose, mesmo na 
ausencia de lesao no parenquima pulmonar radiologicamente 


visivel, alcangaram 50%. Desta forma, em pacientes com der¬ 
rame pleural e suspeita de etiologia tuberculosa, a realizagao 
do escarro induzido esta indicada independentemente do as- 
pecto da radiografia de torax. 

A Tabela 17.4 representa o rendimento dos diversos exa- 
mes diagnosticos, incluindo bacteriologia e cultura, em 84 
casos de tuberculose pleural. 

Comentarios para a microbiologia 

Culturas tanto para bacterias aerobicas quanto anaero- 
bicas irao identificar o microrganismo responsavel em cerca 
de 40% dos derrames parapneumonicos (70% se o liquido 
for totalmente purulento). O rendimento com a cultura e 
aumentado se o liquido pleural for inoculado na cabecei- 
ra do leito, em frascos de hemocultura. Alem disso, tanto 
liquido pleural e expectora^ao devem ser cultivados para 
micobacterias quando pleurite tuberculosa e suspeita. O 
rendimento de culturas de escarro na efusao pleural tuber¬ 
culosa varia de 10% a 60%, em grande parte dependente do 
grau de envolvimento pulmonar associado. A hipersensibi- 
lidade retardada desempenha importante papel na patoge- 
nese da pleurite tuberculosa, por isso nao e possivel isolar 
o Mycobacterium tuberculosis a partir de amostras de liquido 
pleural em mais do que 60% dos pacientes. Cerca de 1/3 
dos pacientes com pleurite tuberculosa tern um teste cuta- 
neo tuberculinico negativo. 


Tabela 17.3 Principals agentes encontrados em derrames pleurais e culturas de sangue em 117 casos no Hospital Univer- 
sitario de Sao Paulo. 


Agente 

Total 

Derrame pleural 

Cultura de sangue 

Streptococcus pneumoniae 

45 (61,6%) 

34 (58,6%) 

11 (73,4%) 

Staphylococcus aureus 

11(1 5%) 

9 (15,5%) 

2 (13,3%) 

Haemophilus influenza 

4 (5,5%) 

2 (3,5%) 

2 (13,3%) 

Streptococcus pyogenes 

4 (5,5%) 

4 (6,9%) 

- 

Escherichia coli 

3 (4,1%) 

3 (5,2%) 

- 

Enterococcus sp 

2 (2,7%) 

2 (3,5%) 

- 

Klebsiella pneumoniae 

1 (1,4%) 

1 (1,7%) 

- 

Streptococcus pneumoniae 

45 (61,6%) 

34 (58,6%) 

11 (73,4%) 

Staphylococcus aureus 

11(1 5%) 

9 (1 5,5%) 

2 (13,3%) 

Haemophilus influenza 

4 (5,5%) 

2 (3,5%) 

2 (13,3%) 

Streptococcus pyogenes 

4 (5,5%) 

4 (6,9%) 

- 

Escherichia coli 

3 (4,1%) 

3 (5,2%) 

- 

Total 

73 (100%) 

58 (100%) 

15 (100%) 


Fonte: Cirino et ai, 2004. 
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Tabela 17.4 Rendimento dos varios metodos diagnostics em 84 casos de tuberculose pleural. 


Metodo diagnostico 

Total 

*HIV (-) 

HIV (+) 


84 casos 

71 casos 

13 casos 


N (%) 

N (%) 

N (%) 

Diagnostico presuntivo 

5(6) 

5(7) 

0(0) 

Fragmento pleura 

78 (93) 

65 (9) 

13 (100) 

Diagnostico bacteriologico 

52 (62) 

42 (59) 

10 (77) 

Diagnostico histologico 

66 (78) 

54 (76) 

12 (92) 

Liquido pleural 

10 (12) 

7(10) 

3 (23) 

BAAR** 

2 (2) 

1 (D 

1 (8) 

Cultura para TB*** 

9 (11) 

7(10) 

2 (15) 

Escarro induzido 

44 (52) 

34 (48) 

10 (77) 

BAAR 

10 (12) 

7(10) 

3 (23) 

Cultura para TB 

44 (52) 

34 (48) 

10 (77) 

*HIV: virus da imunodefidencia humana. 


** BAAR: bacilo-alcool acido resistente. 
***TB: tuberculose. 

Fonte: Seiscento et ai, 2006. 


■ anAuse microscopica das celulas 

Na realizagao da contagem global de celulas nucleadas 
no liquido pleural e nos demais liquidos serosos, o setor 
de hematologia/citologia deve utilizar, preferencialmente, 
amostras frescas, nao centrifugadas e devidamente homo- 
geneizadas, enquanto para a contagem diferencial de celulas 
nucleadas deve-se utilizar o sedimento obtido por centri- 
fugado em baixa rotaqao, seguido de ressuspensao em so- 
lugao salina - NaCl 0,9%. Uma aliquota do sobrenadante 
do liquido centrifugado deve ser identificada e armazenada 
em geladeira durante 30 dias para eventuais necessidades de 
outras dosagens. 

Contagem global de celulas 

A contagem global de celulas e uma etapa muito impor- 
tante para fazer a diferencia^ao entre transudatos e exsudatos. 
Os tipos celulares que sao normalmente encontrados no li¬ 
quido pleural e nos demais liquidos serosos sao os eritrocitos 
e as celulas nucleadas, que incluem leucocitos, macrofagos 
e celulas mesoteliais. A contagem global de celulas e reali- 
zada rotineiramente em camara de Neubauer. No entanto, 
pode ser realizada em qualquer camara de contagem celular 
equivalente, por exemplo, Fuchs-Rosenthal, Nageotte, Biierker, 
Thoma e Malassez. Ha variagoes do procedimento manual de 
contagem, tanto que alguns laboratories contam as celulas 
em microscopio optico com o emprego de corantes para 


melhorar o reconhecimento das celulas, e outros utilizam 
microscopia de contraste de fase. O importante e que cada 
laboratorio estabele^a e padronize seu proprio procedimento. 

Previamente ao procedimento de contagem, a amostra 
deve ser devidamente homogeneizada por rotagao durante 2 
a 5 minutos, ou por inversao do tubo 10 a 15 vezes. A correta 
homogeneizagao da amostra impacta diretamente na acuracia 
da contagem. Contagens de celulas nucleadas de aproxima- 
damente 200/pL ou eritrocitos de cerca de 400/pL provo- 
cam uma discreta turvagao no liquido. Se o liquido estiver 
levemente hemorragico, a contagem de eritrocitos pode ser 
realizada com a amostra nao diluida, contudo a contagem de 
celulas nucleadas deve ser feita com o uso de uma pequena 
diluiqao (1:2) com liquido de Turk ou solugao aquosa de 
fucsina 0,2% para lisar os eritrocitos e permitir uma conta¬ 
gem acurada. 

Apesar de a contagem de eritrocitos possuir limitado va¬ 
lor diagnostico, muitos laboratories ainda a realizam. Portan- 
to, se o fluido estiver francamente hemorragico, uma diluigao 
de 1:200 com solugao salina isotonica e 1:2 ou 1:20 com 
liquido de Turk ou solugao aquosa de fucsina 0,2% pode ser 
utilizada para obter contagens acuradas de eritrocitos e celu¬ 
las nucleadas respectivamente. 

O numero de quadrantes a serem contados no hemo- 
citometro deve ser determinado com base no numero de 
celulas presentes na amostra. De modo geral, todos os nove 
quadrantes de ambos os lados do hemocitometro devem ser 
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contados. Se o numero de celulas for elevado, entretanto, 
quatro ou menos quadrantes podem ser contados. Cada qua- 
drante possui uma area de 1 mm 2 e profundidade de 0,1mm, 
resultando em um volume de 0,1 mm 3 . A formula para cal- 
cular o numero de celulas e: 

i . T Celulas contadas x fator de diluicao 
Contagem de celulas/ |JiL — —- 

Area contada (mm 2 ) x profundidade 
da camara (mm) 

Observagao: pL = mm 3 

As diretrizes a seguir sao recomendadas para defmigao da 
area a ser contada: 

1. Se um numero estimado de menos de 200 celulas estiver 
presente nos nove quadrantes, deve-se contar todos os 
nove quadrantes. Neste caso, a area contada e de 9 mm 2 . 

2. Se um numero estimado de mais de 200 celulas estiver 
presente nos nove quadrantes, deve-se contar os qua¬ 
tro quadrantes laterais. Neste caso, a area contada e de 
4 mm 2 . 

3. Se um numero estimado de mais de 200 celulas estiver 
presente em um quadrante, deve-se contar cinco qua- 


drados menores, que ficam dentro do quadrante central. 

Neste caso, a area contada e de 0,2 mm 2 . 

A camara de contagem deve ser colocada sob o micros- 
copio optico e no aumento de 100X (objetiva 10X e ocular 
10 x) deve-se verificar a distribui^ao das celulas nos quadran¬ 
tes. Para uma boa precisao, nao deve haver mais que 10% de 
variagao do numero de celulas entre os quadrantes maio- 
res. Diferengas maiores que 10% indicam erros tecnicos de 
preenchimento da camara e o procedimento deve ser repe- 
tido. Nao deve haver sobreposigao de celulas. A contagem 
propriamente dita deve ser feita no aumento de 400 X. Um 
numero apropriado de quadrantes deve ser contado, depen- 
dendo do numero de celulas presentes, sendo que quan¬ 
to mais celulas presentes, menos quadrantes necessitam ser 
contados. 

A camara de Neubauer possui profundidade de 0,1 mm, 
e a area total de contagem e de 9 mm 2 . Essa area de conta¬ 
gem e dividida em nove quadrantes de 1 mm 2 . O quadrante 
central e dividido em 25 quadrantes pequenos, e estes, por 
sua vez, sao subdivididos em 16 quadrantes ainda menores, 
conforme Figura 17.2. 

Para diferenciar as celulas nucleadas dos eritrocitos na 
contagem global, e necessario conhecer as caracteristicas de 
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Figura 17.2 Area de contagem da camara de Neubauer. 
Fonte: Science services, 2012. 
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cada uma dessas celulas. Os eritrocitos tern um contorno re¬ 
gular, com halos e centro celular limpo. Se tiverem crenados, 
aparecem muitas proje^oes finas e pontudas. Os leucocitos 
apresentam aspecto granular e sao levemente refringentes, 
e as celulas mesoteliais e macrofagos sao geralmente celulas 
grandes e granulares, com contornos irregulares. A diferen- 
ciagao entre celulas mesoteliais e leucocitos e realizada na 
contagem diferencial, e no laudo pode-se relatar a quantida- 
de total de celulas nucleadas e especificar quantos leucocitos 
fazem parte desse total. 

Contagem diferencial de celulas nucleadas 

A confecqao da lamina para a realizagao da contagem di¬ 
ferencial de leucocitos e realizada rotineiramente em camara 
de Suta ou em citocentrifuga, utilizando o sedimento obtido 
da centrifugagao ressuspenso em solugao salina. A camara de 
Suta possui um sistema de filtros de papel que absorve a par¬ 
te liquida da amostra permitindo a concentragao das celulas. 
A quantidade de liquido a ser colocada na camara depende 
da quantidade de celulas nucleadas presentes (Tabela 17.5). 
E um processo trabalhoso e demorado, porem fornece um 
esfrega^o de boa qualidade. 


Tabela 17.5 Volume de amostra utilizado na camara de 
Suta de acordo com a celularidade da amostra. 

Contagem global (/jjiL) 

Volume de amostra (ml.) 

10-50 

1,5-2,0 

50-100 

1,2-1,8 

100-200 

1,0-1,5 

200-500 

0,8-1,0 

500-1.000 

0,5-0,8 

> 2.000 

0,2-0,3 


Fonte: Comar et ai, 2009. 


Nessa tecnica deve-se envolver a lamina sob um pa¬ 
pel absorvente, o qual deve conter um halo de diametro 
discretamente menor que o diametro do tubo conector da 
camara. Coloca-se, entao, a lamina na camara e parafusa-se 
o tubo conector ate ele tocar na lamina. Nao se deve aper- 
tar muito, pois pode impedir a absor^ao por capilaridade. 
Na sequencia, coloca-se na camara a quantidade de liquido 
necessaria e, entao, espera-se as celulas se concentrarem no 
centro do halo, a medida que o liquido for absorvido por 
capilaridade. Quando estiver seca, o tubo conector e o papel 
absorvente devem ser retirados com cuidado para nao arras- 
tar as celulas aderidas. Em seguida, realiza-se a colora^ao de 
May Grunwald-Giemsa. 


Para melhores resultados na confec^ao de laminas para 
contagem diferencial em liquidos biologicos, recomenda-se a 
utilizagao de citocentrifuga por possibilitar melhor concentra- 
qao das celulas, minimizando distorgoes celulares e produzindo 
uma monocamada de celulas randomicamente dispersas em 
uma pequena area circular, ideal para realizar a contagem di¬ 
ferencial e subclassificar as celulas nucleadas. A citocentrifuga 
geralmente possui uma tigela com varias unidades de mon- 
tagem das laminas. Essas unidades consistem de um papel de 
filtro colocado logo apos uma lamina de vidro e uma camara 
para conter a amostra, seguramente unidas por um grampo. 
A camara possui uma passagem interna cilindrica por onde 
a amostra passa e entra em contato com a lamina de vidro. 
Durante a centrifugagao o fluido contendo as celulas e forgado 
em diregao a lamina de vidro e o papel de filtro absorve a parte 
liquida enquanto as celulas sao depositadas na lamina. Mesmo 
amostras hipocelulares, com contagem em camara igual a zero, 
podem ter um campo de aproximadamente 35 celulas. A ve- 
locidade e o tempo de centrifugagao, a quantidade de amostra 
dispensada na camara e a qualidade de absorgao do papel de 
filtro sao fatores que podem influenciar tanto a celularidade 
do botao quanto a morfologia das celulas. Os corantes do tipo 
Romanowsky fornecem excelentes detalhes morfologicos e 
as celulas se apresentam de maneira semelhante a suas con- 
trapartidas no sangue periferico e na medula ossea. Quando 
ha suspeita de celulas malignas, todo o botao celular deve ser 
observado microscopicamente, uma vez que as celulas malignas 
podem estar presentes em pequenas quantidades. 

Embora a citocentrifuga nao seja um equipamento de 
manuseio complexo, algumas orientagoes podem melhorar a 
qualidade das laminas: 

1. Para a confec^ao da lamina deve-se utilizar, preferen- 
cialmente, amostras frescas e nao fixadas. Se ha atraso 
prolongado no preparo das laminas, maior que 8 horas, 
deve-se colocar uma observa^ao nos resultados de que a 
contagem diferencial pode ter sido prejudicada devido a 
degeneragao celular. 

2. Liquidos serosos podem conter fibrina e outras pro- 
teinas que podem obstruir a area circular do papel de 
filtro, reduzindo o tamanho do botao celular e afetando 
a distribui^ao randomica das celulas na lamina. Lavar 
as celulas antes da citocentrifuga^ao, por meio de cen- 
trifugagao de uma aliquota e ressuspensao em solugao 
salina pode evitar problemas com o botao celular e a 
morfologia das celulas. 

3. Se coagulos estiverem presentes na amostra, ambas as 
contagens — global e diferencial de celulas — podem 
perder precisao e exatidao. Contudo, laminas podem ser 
preparadas para a pesquisa de celulas malignas. Os coagu¬ 
los podem ser agitados gentilmente para libertar celulas 
aprisionadas antes de aliquotar uma porqao da amostra 
para lavagem e citocentrifugagao. 

4. Amostras com elevada celularidade devem ser dilui- 
das com salina antes da citocentrifugagao para evitar 
sobreposigao de camadas de celulas na lamina. Esse 
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tipo de lamina e de dificil interpretagao devido ao 
agrupamento das celulas e a distorgao da morfolo- 
gia. Utilizando-se um esquema padronizado para a 
diluigao das amostras com base na contagem global, 
uma lamina com monocamada uniforme de celulas 
pode ser obtida. A diluigao apropriada vai depen- 
der da quantidade de amostra inserida na camara 
e da velocidade e do tempo de citocentrifugagao. 
Alternativamente, para amostras hemorragicas, alguns 
laboratorios preferem gentilmente lisar os eritrocitos 
antes da citocentrifugagao. 

5. Adicionando-se uma gota de albumina 22% na camara, 
juntamente com a amostra, acentua-se a aderencia das 
celulas ao vidro da lamina e reduz-se a desintegragao 
celular, especialmente em amostras com baixa concen- 
tragao de proteinas. 

6. Um alinhamento adequado da camara de amostra com o 
orificio do papel de filtro e essencial para se formar um 
botao celular apropriado. 

7. Apos a citocentrifugagao, as laminas devem ser mantidas 
longe de umidade ate serem fixadas ou coradas para evi- 
tar artefatos que resultam em encolhimento ou arredon- 
damento das celulas. 

A lamina confeccionada e lida em microscopio optico, 
sendo que e necessario correr a lamina corada usando as 
objetivas de 10X e 40X inicialmente para verificar a dis- 
tribuigao dos tipos celulares e procurar agrupamentos de 
celulas. A contagem e realizada na objetiva de imersao e 
100 celulas devem ser diferenciadas. Se nao for possivel, e 
necessario contar todas as celulas presentes e posteriormen- 
te calcular a porcentagem de cada tipo celular presente. E 
necessario diferenciar os leucocitos das celulas mesoteliais 
que, por participarem do processo inflamatorio, podem se 
desprender e aparecer no liquido pleural. O procedimento 
deve ser repetido quando a celularidade presente na lamina 
nao corresponder ao esperado, de acordo com a contagem 
global de celulas, e nos casos em que houver sobreposigao 
de celulas, dificultando a contagem. De acordo com o resul- 
tado obtido na contagem diferencial, deve-se calcular qual 
e o numero de celulas mesoteliais e leucocitos presentes na 
contagem global. 

Celularidade encontrada no liquido pleural 

Os tipos celulares encontrados no liquido pleural in- 
cluem leucocitos, macrofagos, celulas mesoteliais e celulas 
metastaticas de tumores solidos. Dentre os leucocitos estao 
incluidos neutrofilos, eosinofilos, basofilos, monocitos, lin- 
focitos, plasmocitos, granulocitos imaturos e blastos. Em- 
bora a morfologia dessas celulas nos liquidos serosos seja 
similar a encontrada no sangue periferico e na medula os- 
sea, as mudangas morfologicas em decorrencia de altera^oes 
degenerativas sao mais frequentes. Microrganismos como 
bacterias e fungos podem ser visualizados. A Tabela 17.6 
mostra a interpretagao dos tipos celulares encontrados no 
liquido pleural. 


Tabela 17.6 Interpreta^ao dos tipos celulares encontra¬ 
dos no liquido pleural. 

Tipo celular 

Condigao 

Neutrofilia > 50% 

Inflamagao aguda e processos 

de PMN 

infecciosos 

Eosinofilia > 10% 

Pneumotorax, embolia pulmonar, 
hemotorax traumatico, doengas 
parasitarias, sindrome de Churg- 
Strauss 

Linfocitose > 50% 

Transudatos, tuberculose, cancer, 
cirurgia coronariana, doengas 
linfoproliferativas, efusoes 
quilosas 

Macrofagos 

Limitado valor diagnostico, 
eritrofagos, siderofagos e 
hematoidinofago sao uteis 
na distingao entre fluidos 
patologicos e pungoes 
traumaticas 

Blastos 

Neoplasias hematologicas 

Plasmocitos 

Condigoes reativas, mieloma 
multiplo 

Celulas mesoteliais 

Constituinte normal (>. 2%), 
diminuida na tuberculose 
(< 0,1%) 

Celulas neoplasicas 
de tumores solidos 

Carcinoma metastatico 

Miscelanea 

Celulas LE 

Lupus eritematoso sistemico 

Celulas de Reed- 
Sternberg 

Doenga de Hodgkin 

Megacariocitos 

Doengas mieloproliferativas 


Fonte: CLSI, 2005. 


Pesquisa de celulas LE no liquido pleural 

A pesquisa de celulas LE e um teste citomorfologico 
que avalia indiretamente a presenga de anticorpos antinu- 
cleares. Sua formagao ocorre em duas fases distintas. Ini¬ 
cialmente, acontece a interagao do nucleo com o anticorpo 
antinuclear, geralmente da classe IgG. O nucleo ja sensibi- 
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lizado e fagocitado por leucocitos integros, especialmen- 
te neutrofilos e monocitos, na presenga da fragao Cl do 
complemento, dando origem a celula LE. E um fenomeno 
inespecifico, que ocorre em cerca de 60% a 80% dos casos 
de lupus eritematoso sistemico, mas que pode ser encon- 
trado em outras colagenoses e em reagoes ao uso de me- 
dicamentos como hidralazina, procainamida, dentre outros. 
A pesquisa normalmente e realizada em amostra de sangue 
periferico, embora tambem possa ser realizada em amos- 
tras de liquidos serosos. A presenga de celula LE no liquido 
pleural parece ser altamente especifica para pleurite lupica, 
contudo sua sensibilidade e baixa e variavel. A tecnica pos- 
sui pequenas diferengas em relagao a utilizada no sangue 
periferico e e descrita abaixo: 

1. Colher 10 mL de sangue total de um doador normal em 
um tubo com uma gota de heparina. 

2. Transferir a amostra para um frasco com 10 perolas de 
vidro. 

3. Agitar durante 30 minutos a 180 rpm em agitador de 
Kline. 

4. Passar a amostra para um tubo de ensaio, centrifugar por 
15 minutos a 3.000 rpm. 

5. Com uma agulha grossa, retirar 2 mL da camada de leu¬ 
cocitos e transferir para um tubo de macro-hematocrito 
ou deVHS (utilizado na automagao). 

6. Adicionar a este tubo 2 mL do liquido pleural em teste. 

7. Homogeneizar durante 10 minutos e, em seguida, deixar 
em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. 

8. Centrifugar durante 15 minutos a 3.000 rpm. 

9. Com uma agulha grossa, retirar 2 mL da camada de leu¬ 
cocitos e transferir para um tubo de macro-hematocrito 
ou deVHS (utilizado na automaqao). 

10. Centrifugar durante 15 minutos a 3.000 rpm. 

11. Com uma agulha grossa, retirar a camada de leucocitos e 
fazer cinco extensoes sanguineas. 

12. Corar a lamina pelo metodo de May Griinwald-Giemsa. 

13. Observar em microscopio optico e procurar as celulas 
LE em to das as laminas preparadas. 

A positividade do teste se da pelo aparecimento de leu¬ 
cocitos com inclusoes homogeneas, violaceas, amorfas ou de 
rosetas. Diversos leucocitos podem envolver o material nu¬ 
clear amorfo e, juntamente com estes, ainda podem aparecer 
corpos nucleares amorfos livres. 

■ DIFERENCIAgAO DE TRANSUDATO E 
EXSUDATO 

A analise citologica e bioquimica do liquido pleural per- 
mite a diferenciagao entre transudato e exsudato, que e indis- 
pensavel para defmir a etiologia do derrame. As Tabelas 17.7 
e 17.8 mostram os valores que caracterizam a amostra como 
transudato ou exsudato. 


Tabela 17.7 Valores que caracterizam a amostra como 
um transudato. 


Transudatos 


Contagem de leucocitos < 1.000 /jjl 
Razao de proteinas liquido/soro < 0,5 
Proteinas totais < 3 g/dL 
Razao de glicose Iiquido/soro < 0,5 
Glicose > 60 mg/dL 
Razao LDH liquido/soro < 0,6 
Colesterol < 60 mg/dL 
pH = 7,6 

Albumina soro - Albumina liquido = 1,6 ± 0,5 g/dL 
Aparencia = transparente (amarelo-claro e limpido) 
Amilase = de 0 a 130 Ul/L 
Densidade < 1,01 5 

Lactato desidrogenase (LDH) < 200 Ul/L 
Coagulaqao espontanea = ausente 
Bilirrubina direta (BD) = 0,1-0,5 mg/dL 
Bilirrubina total (BT) = 0,2-1,5 mg/dL 
Triglicerideos < 200 mg/dL 

Fonte: Kjeldsberg e Knight, 1993. 

Tabela 17.8 Valores que caracterizam a amostra como 
um exsudato. 


Exsudatos 


Contagem de leucocitos > 1.000//A 

Razao de proteinas liquido/soro > 0,5 

Proteinas totais > 3 g/dL 

Razao de glicose liquido/soro > 0,5 

Glicose < 60 mg/dL 

Razao LDH liquido/soro > 0,6 

Colesterol > 60 mg/dL 

pH < 7,6 

Albumina soro - Albumina liquido = 0,6 ± 0,4 g/dL 
Aparencia = opaca, turva 
Densidade > 1,01 5 

Lactato desidrogenase (LDH) > 200 Ul/L 
Coagulaqao espontanea = possivel 

Fonte: Kjeldsberg e Knight, 1993. 
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■ ANALISE BIOQUIMICA 

Quando se constata que um paciente apresenta derrame 
pleural, a primeira etapa e definir se o derrame e um tran- 
sudato ou exsudato. O liquido pleural normal e um tran- 
sudato, e as efusoes transudativas ocorrem em consequencia 
do aumento da pressao hidrostatica capilar ou diminuigao da 
pressao oncotica;ja os exsudatos sao associados com distur- 
bios localizados, que aumentam a permeabilidade capilar ou 
reabsor^ao linfatica diminuida. 

Os criterios de Light foram difundidos na pratica clinica 
para distingao dos liquidos pleurais e sao baseados na dosagem 
bioquimica de proteinas, LDH e sua relagao entre liquido/soro. 
Sugere-se que basta preencher um ou mais dos criterios descri- 
tos naTabela 17.9 para classificar o liquido como um exsudato. 


Tabela 17.9 Criterios de Light para o diagnostico de exsu- 

dato no derrame pleural. 


Proteina liquido pleural/proteina 
serica total 

> 0,5 

LDH liquido pleural LDH serico 
total 

LO 

CD 

AI 

LDH liquido pleural 

>2/3 LDH serico ou 

>220 U/L 


Os exames bioquimicos no liquido pleural devem ser 
simultaneamente coletados com o soro do paciente. Todos os 
exames de bioquimica no liquido pleural sao realizados em 
frasco seco, esteril, e sem anticoagulante. 


O gradiente serico-pleural de albumina consegue 
reduzir significativamente as classificagoes falsas de ex¬ 
sudatos. Os transudatos apresentam um gradiente >1,2 
g/dL, enquanto os exsudatos apresentam um gradiente 
< 1,2 g/dL. 

Outros criterios foram adotados para a classifica^ao dos 
derrames pleurais conforme Tabela 17.11. 


Tabela 17.11 Criterios de diagnostico de exsudato 
pleural. 

Gradiente serico-pleural de albumina < 1,2 g/dL 
Colesterol pleural > 60 mg/dL 
Relagao pleural-serica de colesterol > 0,3 
Relagao pleural-serica de bilirrubina > 0,6 

Fonte: Roth et ai, 1990. 

Glicose 

O nivel de glicose do liquido pleural e semelhante ao 
serico. A dosagem dos niveis de glicose no liquido pleural 
tern sido usada no diagnostico diferencial das doengas que 
originam exsudatos. Valores inferiores a 60 mg/dL ou uma 
relagao glicose liquido pleural/soro inferior a 0,5 sao con- 
sistentes com derrames parapneumonicos, empiema, artrite 
reumatoide, doenga neoplasica e tuberculose. Quando o li¬ 
quido e espesso e purulento, o nivel de glicose e frequente- 
mente proximo de zero. Os transudatos apresentam valores 
de glicose no liquido pleural similares aos sericos. 


Proteinas e gradiente de albumina 

As proteinas nao devem ser usadas de forma isolada para 
a classificagao dos derrames pleurais, devendo ser combina- 
das com outros parametros para diferenciar os transudatos e 
exsudatos. A Tabela 17.10 demonstra os valores de proteinas 
nos derrames pleurais para auxiliar na classifica^ao dos tran¬ 
sudatos e exsudatos. 


Tabela 17.10 Valores de proteinas nos derrames pleurais 
para classifica^ao dos transudatos e exsudatos. 

Proteinas < 3,0 mg/dL 

Transudato 

Proteinas entre 3,0 e 

3,5 mg/dL 

Transudato ou Exsudato 
(aplicar Light) 

Proteinas > 3,5 mg/dL 

Comumente Exsudato 
(aplicar Light) 

Proteinas >4,5 mg/dL 

Sugere-se, como primeira 
hipotese, Tuberculose 

Fonte: Xaviel et ai, 2005. 


Lactato Desidrogenase (LDH) 

A dosagem de LDH e primordial na diferencia^ao entre 
transudatos e exsudatos conforme os criterios de Light. Esta 
aumentada nos exsudatos, principalmente de origem neopla¬ 
sica, infecciosa ou no tromboembolismo pulmonar. Valores 
de LDH superiores a 200 UI/L ou relagao LDH do liquido 
pleural/soro maior que 0,6 indicam exsudatos. 

Niveis superiores a 1.000 UI/L sao caracteristicamen- 
te encontrados em empiema, pleurisia reumatoide e ma- 
lignidades. 

pH 

Deve ser coletado numa seringa de gasometria heparini- 
zada e encaminhado ao laboratorio conservado em gelo. O 
pH normal do liquido pleural e de 7,64. Uma combinagao 
de pH < 7,20 com glicose < 40 mg/dL pode indicar ne- 
cessidade de drenagem toracica cirurgica por efusao parap- 
neumonica associada com empiema, pleurite reumatoide ou 
efusao maligna com mau prognostico. Um pH abaixo de 6,0 
e caracteristico de ruptura esofagica. 
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Amilase 

Devera ser dosada somente em casos sugestivos de pan- 
creatite ou pseudocisto pancreatico. A dosagem de amilase 
pode ser elevada em certas neoplasias, nao necessariamente 
do pancreas. Diferenciar amilase pancreatica de amilase sa- 
livar, sendo que a ultima sugere fistula esofagica ou trauma 
de esofago. 

Adenosina Desaminase (ADA) 

Devido a necessidade de um marcador rapido e eficaz 
para a tuberculose, a ADA vem aparecendo como mais um 
parametro bioquimico. Foi recomendado o valor de corte 
adequado da ADA de 35 U/l no liquido pleural para o diag¬ 
nostic© da tuberculose, em nosso pais, devido a alta prevalen¬ 
ce desse microrganismo em nossa populagao. A Sociedade 
Brasileira de Pneumologia e Tisiologia sugere, entretanto, 
o valor de corte de 40 U/l no liquido pleural. Com uma 
atividade baixa de ADA, num derrame pleural, pode-se pra- 
ticamente excluir a etiologia por Mycobacterium tuberculosis , 
mas valores elevados devem ser distinguidos de outras causas 
como empiemas e linfomas. 

Lipfdios 

O aparecimento de um liquido pleural leitoso pode 
ser causado pela presenga de material quiloso do ducto 
toracico ou material pseudoquiloso, produzido em condi- 
goes inflamatorias cronicas. O material quiloso apresenta 
altas concentrates de triglicerideos; ja o material pseudo¬ 
quiloso tern maior concentragao de colesterol. Um nivel 
de triglicerideos superior a 110 mg/dL indica uma efusao 
quilosa. Para os valores intermediaries entre 50 e 110 mg/ 
dL o diagnostico pode ser feito pela demonstragao de qui- 
lomicrons no liquido pleural por eletroforese das lipopro- 
teinas. As dosagens de colesterol sao recomendadas quando 
os valores de LDH e proteinas sao duvidosos, valores de 
colesterol no liquido pleural superiores a 60 mg/dL ou re- 
laqao liquido pleural/soro superiores a 0,3 estao associados 
com exsudatos. 

Bilirrubinas 

Meisel et al., 1990, concluiram que uma relagao pleu- 
ral-serica de bilirrubina > 0,6 seria um parametro al¬ 
ternative aos criterios de Light para a determinagao dos 
exsudatos. 

Marcadores tumorais 

Sao uteis no acompanhamento e na diferenciagao de 
algumas neoplasias, carcinomas ou mesoteliomas, e ava- 
liagao da resposta ao tratamento e prognostico. A Tabela 
17.12 descreve os principais marcadores utilizados em li¬ 
quidos serosos. 


Tabela 17.12 Rela^ao dos marcadores tumorais e princi¬ 
pais afec^oes. 

Marcadores tumorais 

Principais afeegoes 
relacionadas 

Acido hialuronico 

Mesotelioma. 

Antigeno 

carcinoembriogenico (CEA) 

Adenocarcinoma de colon 
e reto, Ca de pulmao, 
trato gastrintestinal, biliar, 
cervice e mama 

Alfafetoproteina (AFP) 

Tumor gastrintestinal, 
hepatocarcinoma, hepatite 
e cirrose 

CA 1 5-3 

Mama, ovario, pulmao e 
linfomas 

CA 1 9-9 

Pancreas, vesicula biliar, 
estomago, mama e 
pulmao 

CA 125 

Ovario e gastrico, celulas 
pequenas de pulmao, 
mesotelioma 

CYFRA 21-1 

Canceres de pulmao 


Fonte: Fonseca, 2011. 

Provas reumaticas 

Cerca de 5% dos doentes com artrite reumatoide e 50% 
dos doentes com lupus eritematoso sistemico desenvolvem 
derrames pleurais durante a evolugao da doenqa. Na suspeita 
de colagenoses podem ser dosados no liquido pleural o fator 
antinuclear (FAN), fator reumatoide (FR), anti-DNA, anti- 
corpo anticitoplasma de neutrofilos (ANCA). A Tabela 17.13 
apresenta um resumo dos testes realizados no liquido pleural. 

■ CASOS CUNICOS 
Caso 1 

Uma mulher de 45 anos de idade com historia de cancer 
de mama apresentou uma efusao pleural. O liquido obtido tinha 
aspecto hemorragico e apresentou uma contagem de celulas nu- 
cleadas de 650/pL. Foi preparada uma lamina na citocentrifuga, 
a qual apresentou na analise microscopica varios neutrofilos e 
poucos macrofagos e linfocitos. Observaram-se, tambem, varios 
grupamentos de celulas grandes e fortemente coradas. O grupa- 
mento tinha aspecto tridimensional e continha algumas figuras 
de mitose. Qual e a mais provavel identificagao dessas celulas? 

a) Condrocitos 

b) Pneumocitos 

c) Celulas mesoteliais ativadas 

d) Celulas tumorais metastatic as 

Resposta: d. 


capitulo 17 


233 






Tratado de Analises Clinicas 


Tabela 17.13 Resumo dos testes no liquido pleural. 


Teste 

Valor do teste 

Diagnostico sugerido 

Comentarios 

A adenosina 
desaminase 
(ADA) 

> 40 U/L 

A tuberculose 

(> 90%), empiema (60%), 
derrame parapneumonico 
complicado (30%), 
malignidade (5%), artrite 
reumatoide 

Deve ser solicitada com frequencia devido ao alto 
valor preditivo positivo para TB 

Citologia 

Eficacia de 40% a 
87% 

Malignidade 

Eficacia depende de diversos fatores: tipo 
histologico do tumor, capacidade de esfoliagao das 
celulas, numero de laminas examinadas e pericia 
do citologista 

Glicose 

< 60 mg/dL 

Derrame parapneumonico 
complicado ou empiema, 
tuberculose (20%), 
malignidade (< 10%), artrite 
reumatoide 

Em geral, os fluidos pleurais com baixo nivel de 
glicose tambem tern pH baixo e os niveis elevados 
de LDH 

Lactato 

desidrogenase 

(LDH) 

> Dois tergos dos 
limites superiores 
do normal para 
soro LDH 

Qualquer condigao que 
causa urn exsudato 

Niveis muito elevados de LDH pleural 
(> 1.000 Ul/L) normalmente sao encontrados em 
pacientes com derrame pleural parapneumonico 
complicado e em cerca de 40% das pessoas com 
pleurisia tuberculosa 

Derrame - LDH 
relagao serica 

> 0,6 

Qualquer condigao que 
causa urn exsudato 

A maioria dos pacientes que preenchem os 
criterios para uma efusao exsudativa com LDH, 
mas nao com os niveis de proteina tern derrames 
parapneumonicos ou malignidade 

Derrame 
proporgao de 
proteina /soro 

> 0,5 

Qualquer condigao que 
causa urn exsudato 

Urn nivel de proteina do fluido pleural > 3 mg por 
dL sugere urn exsudado. Nao usar isoladamente 

Amilase 

> Limite superior 
do normal 

Malignidade (< 20%), 
doenga pancreatica ou 
ruptura esofagica 

Dosar quando a ruptura esofagica ou doenga 
pancreatica e suspeita 

Colesterol 

> 45 a 60 mg/dL 

Qualquer condigao que 
causa urn exsudato 

Dosar na suspeita de quilotorax ou 
pseudoquilotorax. Valores superiores a 60 mg/dL 
sao favoraveis a exsudato. 

Cultura 

Positivo 

Infecgao 

Realizar em todos os derrames pleurais 
parapneumonicos, pois bacterias no Gram ou 
cultura sugerem drenagem toracica 

pH 

< 7,20 

Derrame parapneumonico 
complicado ou empiema, 
malignidade ou tuberculose 

Obter em todas as efusoes nao purulentas, se 
houver suspeita de infecgao. Urn pH reduzido de 
liquido pleural indica a necessidade de drenagem 
apenas para derrames pleurais parapneumonicos 

Triglicerideos 

> 110 mg por dL 

Quilotorax 

Realizar quando o liquido pleural e turvo ou leitoso. 
O QT e causado por linfoma ou trauma. Nem todos 
os derrames pleurais quilosa aparecem branco 
leitoso ou esbranquigados 

Marcadores 

tumorais 

Diversos pontos de 
cutoff 

Malignidade 

CEA, CA 15-3, CA 125, Cyfra 21-1, a-fetoproteinas; 
dosar acido hialuronico quando suspeitar de 
mesotelioma 
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Caso 2 

Um homem de 72 anos apresentou os seguintes re- 
sultados na analise do liquido pleural. EXAME FISICO 
MACROSCOPICO: colora^ao amarelada, aspecto turvo e 
presenga de coagulos de fibrina. EXAME MICROSCOPI- 
CO: Total de celulas nucleadas = 1.950/pL. Contagem dife- 
rencial: Macrofagos 54%, Linfocitos 41% e neutrofilos 5%. 
EXAME MICROBIOLOGICO: Na coloragao de Gram 
nenhum microrganismo foi visualizado, porem leucocitos es- 
tavam presentes. ANALISES BIOQUIMICAS: Sangue (pro¬ 
teinas totais = 6,8 g/dL; LDH = 515 U/l; glicose jejum = 
75 mg/dL). Liquido (proteinas totais = 4,0 g/dL; LDH = 
350 UI/L; glicose = 55 mg/dL). 

Com base no exposto, responda as seguintes questoes: 

a) Voce realizaria a contagem de celulas desse liquido 
pleural em um analisador automatizado ou em ca- 
mara de contagem? Explique. 

b) Calcule a razao liquido/soro para proteinase LDH. 

c) O coagulo de fibrina presente nesta amostra sugere 
transudato ou exsudato? 

d) Com as informagoes fornecidas, classifique esta 
amostra em transudato ou exsudato. 

e) Cite 4 condigoes conhecidas que causam esse tipo 
de efusao. 

f) Qual e o significado da contagem diferencial e da 
colora^ao de Gram nesse caso em particular? 

Respostas: 

a) Camara de contagem. A presenga de coagulos e uma 
forte razao para nao examinar liquidos nos analisa- 
dores automatizados pelo fato de poder obstruir o 
orificio por onde passam as celulas durante a conta¬ 
gem. A presenga de bacterias tambem e uma causa, 
contudo neste caso nao foram observadas bacterias. 

b) Proteinas = 4,0/6,8 = 0,59. 

LDH = 350/515 =0,68. 

c) Exsudatos, haja vista frequentemente possuirem 
quantidades elevadas de proteinas da coagulagao. 
A ativagao do fibrinogenio provoca a formagao de 
fibrina. 

d) As duas relates, proteinas e LDH, sao os mais im- 
portantes indicadores na diferenciagao entre transu¬ 
dato e exsudato neste caso. A contagem de celulas 
nucleadas e o aspecto tambem sao uteis, porem me- 
nos confiaveis. 

e) Infec^ao, neoplasia, trauma e artrite reumatoide. 

f) Descartam a presenga de infec^ao bacteriana. Deve- 
se considerar neoplasia, artrite reumatoide ou trau¬ 
ma como a causa. Contudo, testes adicionais sao 
indicados para determinar a causa exata. 

Caso 3 

Homem de 69 anos de idade com historia de exposigao 
ao amianto e tabagismo foi internado devido a fortes dores 
no peito, dispneia crescente e tosse seca. O paciente nega 


presenga de febre. Um grande derrame pleural foi diagnosti- 
cado. Foi realizada a toracocentese e um cateter de drenagem 
foi colocado, sendo que 6 litros de fluido foram removidos. 
A analise do liquido pleural apresentou os seguintes resulta- 
dos: Viscosidade aumentada, aspecto sanguinolento e turvo. 
A cultura para bacterias aerobicas resultou negativa. A conta¬ 
gem de leucocitos foi de 7.700/ pL, com diferencial de 90% 
de linfocitos, 5% macrofagos e 5% de polimorfonucleares. 
Valores de proteinas no liquido pleural = 4,6 g/dL, glicose = 
30 mg/dL e LDH = 2.250 UI/L. Os valores sericos corres- 
pondentes foram: proteinas = 6,6 g/dL, glicemia = 102 mg/ 
dl e LDH = 1.250 UI/L. O ADA no liquido pleural foi de 
5 U/l.Valores de acido hialuronico no liquido pleural se apre- 
sentaram elevados. Na citologia oncotica foram visualizados 
inumeros aglomerados celulares com nucleos arredondados, 
nucleolos proeminentes e hipercromaticos, multinuclea^oes 
e citoplasma denso. 

Com base no exposto, responda as seguintes questoes: 

a) Qual a hipotese diagnostica mais provavel? Por que? 

b) Se trata de um transudato ou exsudato? Por que? 

c) Qual exame deve ser solicitado para o diagnostico 
defmitivo? 

Respostas: 

a) Mesotelioma. Porque frequentemente os casos de 
mesotelioma estao associados a exposi^ao ao amian¬ 
to. Esse tipo de neoplasia apresenta valores eleva¬ 
dos de acido hialuronico. Diagnostico citologico. 
Exibe caracterisitcas oncologicamente positivas para 
mesotelioma. 

b) EXSUDATO, Contagem de leucocitos > 1.000/ pL, 
razao de proteinas liquido/soro > 0,5, Proteinas totais 
> 3 g/dL, razao de glicose liquido/soro > 0,5, Glicose 
< 60 mg/dL e razao LDH liquido/soro > 0,6. 

c) O diagnostico conclusivo pode ser feito com a ob- 
tengao de uma biopsia do tecido afetado. 

Caso 4 

A pleura consiste de uma dupla membrana que envolve 
o pulmao e o separa da parede toracica, do diafragma e me- 
diastino. O espa^o entre as duas membranas forma a cavidade 
pleural, e nele esta contido o liquido pleural. 

Com base na interpretagao dos resultados e realizando 
o calculo da contagem global de leucocitos em fungao das 
celulas nucleadas que nao sao consideradas leucocitos do san¬ 
gue periferico, assinale a alternativa correta: 

a) A contagem global de leucocitos e de 200/pL, os 
resultados podem ser considerados normais para esse 
tipo de amostra, e o procedimento de aspiragao do 
liquido pleural se chama toracentese. Esse mesmo 
resultado associado a um volume aumentado de 
liquido pleural preexistente no paciente pode carac- 
terizar um transudato devido, por exemplo, a uma 
insuficiencia cardiaca congestiva. 
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b) A contagem global de leucocitos e de 350/pL, 
os resultados nao sao normals para esse tipo de 
amostra, e o procedimento de aspira^ao do liqui- 
do pleural se chama toracentese. Chama a atengao 
nesse resultado a presen^a de celulas mesoteliais 
no liquido pleural, fato este que pode estar cor- 
relacionado, por exemplo, a um mesotelioma ou 
carcinoma metastatico. 

c) A contagem global de leucocitos e de 200/pL, 
os resultados nao sao normals para esse tipo de 
amostra, e o procedimento de aspira^ao do li- 
quido pleural se chama paracentese. Chama a 
aten^ao nesse resultado a elevada quantidade de 
linfocitos, macrofagos e celulas mesoteliais, fato 
este que pode estar correlacionado, por exemplo, 
com infec^ao viral, fungica, e ate mesmo lupus 
eritematoso sistemico. 

d) A contagem global de leucocitos e de 350/pL, os 
resultados podem ser considerados normals para esse 
tipo de amostra e o procedimento de aspiragao do 
liquido pleural se chama toracentese. Esse mesmo 
resultado, porem desconsiderando o aspecto limpi- 
do e considerando o aspecto leitoso-esbranquigado 
pode caracterizar um exsudato devido, por exemplo, 
a uma efusao quilosa. 

e) A contagem global de leucocitos e de 200/pL, os 
resultados nao sao normals para esse tipo de amostra, 
e o procedimento de aspiragao do liquido pleural se 
chama toracentese. Chama a atengao nesse resultado 
a elevada presenga de macrofagos, fato este que pode 
estar correlacionado, por exemplo, a uma efusao pa- 
rapneumonica seguida de abscesso pulmonar. 

Resposta: a. 

Caso 5 

Paciente WC, 85 anos, foi submetido a uma toracocen- 
tese e, apos analise bioquimica do liquido, foram detectados 
valores de proteinas fluido/soro superiores a 0,5, e LDH de 
990 U/L, ADA de 3,0 U/L e pH inferior a 6,0. Qual o liqui¬ 
do colhido, qual a patologia mais provavel e qual o anticoa- 
gulante utilizado para a analise do pH? 

a) Liquido ascitico, tuberculose e EDTA. 

b) Liquido pleural, neoplasia e Citrato. 

c) Liquido pleural, ruptura do esofago e heparina. 

d) Liquido pericardico,pancreatite e sem anticoagulante. 

Resposta: c. 

Caso 6 

Foram obtidos os seguintes resultados de um liquido 
pleural de um paciente submetido a uma toracocentese: 
Aspecto turvo, com glicose de 30 mg/dL (glicose serica de 
155 mg/dL), proteinas de 4,6 g/dL (proteina serica de 6,66 
g/dL), ADA de 225 U/L e LDH de 2250 U/L. A contagem 
de leucocitos foi de 3.500/pL, e diferencial com linfocitose, 
foi observada a redugao do numero de celulas mesoteliais. 
Qual a principal hipotese diagnostica? 


a) Mesotelioma maligno 

b) Derrame parapneumonico 

c) Insuficiencia cardiaca congestiva 

d) Tuberculose 

Resposta: d. 

Caso 7 

Com relagao aos liquidos pleurais de aspecto leitoso res- 
ponda: 

a) Quais as principals doengas relacionadas? 

b) Como diferenciar as formas quilosa e pseudoquilosa 
do liquido pleural? 

c) Qual exame pode ser solicitado para diferenciar as 
formas duvidosas de liquidos pleurais leitosos? 

Respostas: 

a) Material quiloso de lesao de ducto toracico (trauma 
ou linfoma) e material pseudoquiloso de inflamagao 
cronica. 

b) A efusao quilosa apresenta valores de triglicerideos 
superiores a 110 mg/dL, coloragao de Sudan III 
fortemente positiva e valores de colesterol baixos, 
enquanto a pseudoquilosa possui valores de triglice¬ 
rideos inferiores a 50 mg/dL e valores de colesterol 
superiores a 60 mg/dL. 

c) Atraves da demonstragao de quilomicrons pela ele- 
troforese de lipoproteinas. 

Caso 8 

Paciente de 7 anos foi internada com dispneia, fortes dores 
no peito, tosse e febre. Apos radiografia do torax foi eviden- 
ciado um forte derrame pleural. Foi indicada uma toracentese 
para analise do liquido pleural, que apresentou as seguintes ca- 
racteristicas: liquido purulento, Glicose < 40 mg/dL; pH < 7,2 
e DHL > 1.000 UI/L. Pela bacterioscopia foi evidenciada a 
presenga de diplococos Gram-positivos encapsulados; presenga 
acentuada de leucocitos com granulocitose. Qual a possivel hi¬ 
potese diagnostica e conduta de tratamento? 

a) Derrame parapneumonico e ha necessidade de drenar. 

b) Tuberculose e tratamento com antibioticos. 

c) Derrame parapneumonico e nao ha necessidade de 
drenar. 

d) Mesotelioma maligno e quimioterapia. 

Resposta: a 

■ LIQUIDO PERITONEAL 

Formapao, composipao, localizapao e funpoes 

O peritonio e uma membrana serosa, tridimensional, cons- 
tituida de fibroblastos, matriz extracelular, vasos sanguineos e 
celulas mesoteliais sobrejacentes. Apresenta dois folhetos, que 
sao o parietal, que reveste a cavidade abdominal, e o visceral, 
que reveste os orgaos. Entre esses folhetos existe uma cavidade 
virtual denominada cavidade peritoneal, por onde circula o 
liquido peritoneal ou ascitico. A cavidade peritoneal contem, 
aproximadamente, 50 mL de fluido, o qual se apresenta sob 
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a forma de um liquido transparente, amarelo-claro, esteril e 
viscoso, e e produzido pelas celulas de membrana como um 
ultrafiltrado do plasma. Tanto a sua produgao quanto sua reab- 
sorgao dependem de varios fatores, como a permeabilidade 
dos capilares peritoneais, as forgas hidrostaticas no sistema cir- 
culatorio, a pressao oncotica do plasma e a reabsorgao linfatica. 

A principal fungao do liquido peritoneal e a prote^ao da 
cavidade abdominal, banhando-a e lubrificando-a, reduzindo, 
assim, o atrito entre os orgaos e permitindo a movimentagao 
destes durante o processo da digestao. Descobriram-se tam- 
bem importantes papeis no transporte de fluidos e celulas na 
mediagao da resposta inflamatoria, no reparo tecidual, na lise 
de depositos de fibrina, na protegao contra microrganismos in- 
vasores, e possivelmente na disseminagao tumoral. Evidencias 
sugerem que um disturbio de transporte de eletrolitos e fluidos 
na monocamada de celulas mesoteliais atuam como impor- 
tante fator na formagao de derrames peritoneais, seja por au- 
mento da produgao e/ou deficiencia de remogao. O acumulo 
de liquido e chamado de ascite, e esta pode ser classificada em 
tres niveis, de acordo com a gravidade, descomplicada, com- 
plicada e ascite refrataria. Juntamente com a classifica^ao do 
liquido ascitico em transudato ou exsudato, a determinate* do 
gradiente soro/ascite de albumina (GASA) e de fundamental 
importancia para o fornecimento de subsidios para uma pos¬ 
terior abordagem clinica e laboratorial. Tendo em vista a cor¬ 
relate* que se observa entre a presenga de hipertensao portal 
e um gradiente elevado de GASA, pode-se afirmar que niveis 
maiores ou iguais a 1 g/dL associados a niveis de proteinas in- 
feriores a 3,0 g/dL sugerem o diagnostico de cirrose. Naqueles 
casos em que o gradiente for menor ou igual a 1,1 g/dL, com 
a presenga de niveis proteicos elevados, deveria se pensar em 
doenqa peritoneal, e quando ambos os parametros estivessem 
acima dos niveis criticos discriminativos propostos, a hipotese 
seria de hipertensao portal pos-sinusoidal. 

Doengas cronicas do figado, como a cirrose, associadas 
a hipertensao portal sao as causas mais frequentes de ascite. 
Outras etiologias menos comuns incluem neoplasia malig¬ 
na, principalmente de ovario e mama, insuficiencia cardiaca, 
nefropatia, tuberculose e doengas pancreaticas. Pacientes com 
grande derramamento de liquido ascitico podem desenvolver 
hernias inguinais, umbilicais e incisionais. 

O diagnostico precoce da ascite e extremamente impor- 
tante, considerando que algumas formas sao benignas e pos- 
suem bons prognosticos, no entanto, outras podem se expressar 
de forma muito agressiva e potencialmente letais, que se nao 
descobertas a tempo apresentam poucas chances de cura. 

■ COLETA-PARACENTESE 

A fim de se obter a confirmagao etiologica da ascite, 
realiza-se a remote* de liquido ascitico da cavidade perito¬ 
neal por meio de um procedimento chamado paracentese. 
Pacientes com sintomas e suspeita de ascite tern seu diagnos¬ 
tico confirmado pela ultrassonografia, que detecta volumes 
variados de fluido, auxiliando tanto no diagnostico quanto 
na escolha do melhor local para a realizagao da paracentese, 


especialmente quando se lida com um volume pequeno de 
liquido ascitico. Em geral, esse procedimento e seguro, mas 
nao isento de riscos iatrogenicos. As principais complicates 
sao relacionadas a perfuragao de orgaos abdominais, desvio da 
agulha do local indicado, deposigao de fragmentos do cate- 
ter no local da incisao, e eventuais sangramentos. A tecnica e 
contraindicada nos casos de pacientes inconscientes nao cola- 
borativos com o procedimento, infec^oes na pele, gravidez e 
distensao intestinal. Uma paracentese bem-sucedida deve sa- 
tisfazer aos seguintes criterios: quantidade suficiente de fluido 
na primeira coleta, ausencia de complicates, e o minimo de 
desconforto ao paciente durante o procedimento. 

O paciente e colocado em posigao supina, com uma in- 
clinagao de 30 a 45 graus para a retirada de grandes volumes, 
ou em decubito lateral para a retirada de pequenos volumes. 
Os locais normalmente indicados para a incisao da agulha sao 
na linha media, 2 cm abaixo do umbigo, ou no quadrante 
inferior esquerdo, lateralmente ao musculo reto abdominal. 
A agulha e inserida na parede abdominal, com anestesia local. 
Apos coletar uma quantidade suficiente de amostra, a agulha 
e retirada rapidamente, e, assim, a pele retorna a sua posigao 
normal. Um curativo e feito no local e a amostra encaminha- 
da para analise. 

■ MANIPULAgAO, TRANSPORTE E 
ARMAZENAMENTO 

Seguir as mesmas orientates descritas para o liquido 
pleural. 

■ PATOLOGIAS ASSOCIADAS AO DERRAME 
PERITONEAL OU ASCITE - TRANSUDATOS E 
EXSUDATOS 

Inumeras doengas podem evoluir para uma ascite, sejam 
associadas a hipertensao portal, sejam associadas a altera^oes 
no proprio peritonio. Sabe-se que a doenga cronica do figa¬ 
do, principal causa de hipertensao portal, e responsavel por 
cerca de 75% dos casos de ascite. 

O desenvolvimento de ascite e uma altera^ao patologica 
importante para a historia natural da cirrose, uma vez que 
esta associada a mortalidade de 50% ao longo de dois anos, 
alem de indicar a necessidade de se considerar o transplante 
de figado como uma opgao terapeutica. A maior parte (75%) 
dos pacientes que apresentam ascite possui cirrose; o restan- 
te pode ser devido a neoplasias (10%), insuficiencia cardiaca 
congestiva (3%), tuberculose (2%), pancreatite (1%), e outras 
causas raras. As principais doengas causadoras de derrames pe¬ 
ritoneais estao listadas naTabela 17.14. 

■ ANALISE FISICA MACROSCOPICA 

A primeira analise apos a coleta e a macroscopica. O aspec- 
to visual do derrame (limpido, hemorragico, purulento etc.) e 
o criterio inicial para agrupar diversas hipoteses diagnosticas e 
direcionar para exames especificos de analise laboratorial, alem 
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Tabela 17.14 Principals causas de efusoes peritoneais. 


Transudatos 

Exsudatos 

Devido a um aumento na pressao hidrostatica ou 
diminuigao da pressao oncotica do plasma 

Devido a um aumento da permeabilidade capilar ou 
diminuigao da reabsorgao linfatica 

Insuficiencia cardiaca congestiva 

Cirrose hepatica 

Sindrome nefrotica com hipoproteinemia 

Metastase hepatica 

Oclusao da veia porta 

Inf echoes 

Tuberculose 

Peritonite bacteriana primaria 

Peritonite bacteriana secundaria 

Sindrome de Fitz-Hugh-Curtis 

Aids 

Neoplasias 

Carcinoma metastatico 

Carcinomatose peritonela 

Pseudomixoma 

Hepatoma 

Mesotelioma 

Linfoma 



Trauma 


Pancreatite 


Peritonite Biliar 


Efusoes quilosas 

Trauma 

Linfoma 

Carcinomas 

Tuberculose 

Infestagao parasitaria 


Fonte: Andrade Junior, 2009; Karsher e Mcpherson, 2011; Kjeldsberg e Knight, 1993. 


de permitir ado tar medidas terapeuticas imediatamente, como 
a drenagem no caso de empiema. O aspecto e a coloragao de- 
vem ser anotados antes e apos a centrifugagao. 

Fisiologicamente o liquido ascitico e transparente, ama- 
relo-claro, esteril e viscoso, mas em alguns casos ele pode so- 
frer transforma^oes, como por exemplo, apresentar turbidez 
devido a infecgoes bacterianas, coloragao esverdeada em per- 
furagoes do trato gastrointestinal, pancreatite e colecistite, um 
aspecto leitoso que nao clareia apos a centrifuga^ao em efu- 
sao quilosa ou pseudoquilosa. Um liquido macroscopicamen- 
te hemorragico deve ser diferenciado de pungao traumatica, 
evitando, assim, erros de diagnostico. Na pungao traumatica 
o clareamento do fluido ascitico e observado no decorrer da 
paracentese, enquanto na ascite hemorragica pequenas quan- 
tidades de sangue coram aproximadamente 1 litro de liquido 
peritoneal de vermelho-vivo e opaco. Isso corresponde a uma 
contagem eritrocitaria de aproximadamente 100.000/pL. A 
Tabela 17.15 relata as principal possibilidades de Colorado e 
aspecto, e sua correlagao com a provavel etiologia. 


■ ANALISE MICROBIOLOGICA 

As analises microbiologicas deverao ser realizadas quando 
existir suspeita de Peritonite Bacteriana Espontanea (PBE), 
sendo uma complica^ao frequente e grave em pacientes cir- 
roticos com ascite. O diagnostico e definido pela presenga de 
250 ou mais polimorfonucleares por mm 3 no liquido ascitico. 
Cultura de liquido ascitico para bacterias, de modo geral, nao 
se faz necessaria em pacientes assintomaticos. 

Gram 

O teste de Gram tern baixa positividade para a pesquisa 
de PBE, sendo de 7% a 10%. Esses valores baixos de detecgao 
sao explicados pela sensibilidade do teste de Gram, que exi- 
ge 10.000 bacterias/mL para a sua positividade, enquanto na 
PBE ocorre densidade baixa de ate uma bacteria/mL. Apesar 
da sua pouca sensibilidade, se multiplas formas bacterianas 
forem vistas no teste de Gram, sugere fortemente a suspei¬ 
ta de peritonite secundaria (ex.: perfuragao de viscera oca, 
apendicite) e mais provavel do que a PBE. 
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Tabela 17.15 Cor e aspecto do liquido peritoneal antes e apos a centrifugagao e o possivel significado clinico. 


Aspecto 

Coloragao pre-centrifugagao 

Coloragao pos- 
centrifugagao 

Etiologia 

Limpido 

Amarelo-claro 

Amarelo-claro 

Transudato 




Cirrose 

Turvo 

Amarelo, branco 

Amarelo 

Peritonite bacteriana 

Pancreatite 

Neoplasias 

Turvo 

Marrom esverdeado 

Marrom esverdeado 

Doenga do trato biliar 

Ruptura do intestino 

Leitoso 

Branco 

Branco 

Ascite quilosa 

Ascite pseudoquilosa 

Hemorragico 

Vermelho 

Amarelo ou xantocromico 

Trauma neoplasias 

Pancreatite 

Infarto intestinal 

Fonte: Kjeldsberg e 

Knight, 1993. 




Coloraqao de Ziehl 

Dificilmente e positiva devido a baixa concentra^ao do 
bacilo no liquido asdtico. A sensibilidade das coloragoes e de 
apenas 5% dos pacientes com peritonite tuberculosa. Deverao 
ser solicitadas somente se houver forte suspeita clinica. 

Pesquisa de fungos 

As ascites de etiologia fungica sao raras e nao se costuma 
solicitar rotineiramente a cultura e a pesquisa direta desses 
agentes. 

Cultura 

As amostras para cultura deverao ser inoculadas na beira 
do leito, em frascos de hemocultura. Os frascos de hemo- 
cultura aumentam a positividade da cultura em ascites, com 
contagem de PMN > 250 celulas/pL, de cerca de 50% (pelas 
tecnicas convencionais) para 80%. 

Tecnicas convencionais de cultura em agar apresentam 
sensibilidade de 25% a 50%, enquanto se a inoculaqao de 
liquido peritoneal for de 5 a 10 mL em frasco de hemo¬ 
cultura, a beira do leito ha um aumento da sensibilidade de 
80% a 90%. 

As bacterias mais comumente isoladas sao Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae e Streptococcus pneumoniae. 

As culturas para BK apresentam positividade somente em 
50% dos casos, mesmo com otimo processamento da amos- 
tra. Os exames laparoscopicos com biopsia pleural podem ser 
uteis nos casos em que a tuberculose e suspeita. 


■ ANALISE MICROSCOPICA DAS CELULAS 

Seguir as mesmas orientates descritas para o liquido 
pleural. 

Contagem global de celulas nucleadas 

Seguir as mesmas orientates descritas para o liquido 
pleural. 

Contagem diferencial de celulas nucleadas 

Seguir as mesmas orientates descritas para o liquido 
pleural. 

Celularidade encontrada no liquido peritoneal 

Os tipos celulares encontrados no liquido peritoneal 
incluem leucocitos, macrofagos, celulas mesoteliais e celulas 
metastaticas de tumores solidos. Dentre os leucocitos estao 
incluidos neutrofilos, eosinofilos, basofilos, monocitos, linfo- 
citos, plasmocitos, granulocitos imaturos e blastos. Embora a 
morfologia dessas celulas nos liquidos serosos seja similar a 
encontrada no sangue periferico e na medula ossea, as mu- 
dangas morfologicas em decorrencia de alteragoes degene- 
rativas sao mais frequentes. Microrganismos como bacterias 
e fungos podem ser visualizados. A Tabela 17.16 descreve os 
tipos celulares encontrados nos liquidos serosos. 

Pesquisa de celulas LE no 
liquido peritoneal 

Seguir as orientacoes descritas para o liquido pleural. 
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Tabela 17.16 Tipos celulares encontrados nos Kquidos serosos. 


Tipo celular 


Serie mieloide: neutrofilos, eosinofilos, basofilos e mastocitos 
Neutrofilos degenerados: cariorrexis e cariopicnose 

Serie eritroide: eritrocitos, equinocitos e eritroblastos 

Serie linfoide: linfocitos, linfocitos atipicos, plasmocitos 

Serie de fagocitos mononucleares: monocitos, macrofagos, signet cell, eritrofagos, neutrofagos, lipofagos, 
siderofagos, hematoidinofagos 

Celulas mesoteliais 

Celulas neoplasicas: blastos, celulas de linfoma, celulas neoplasicas nao hematologicas 
Fonte: CLSI, 2005. 


Diferenciagao de transudato e exsudato 

Os criterios laboratoriais para diferenciar em transu- 
datos e exsudatos os Kquidos peritoneais ainda nao sao 
bem defmidos como no liquido pleural. E comum que 
amostras infectadas ou com neoplasias tenham concentra- 
goes de proteinas na faixa de transudato e pacientes com 
cirrose ou insuficiencia cardiaca com proteinas na faixa 
de exsudato. 

O gradiente de albumina soro - ascite (GASA) (Quadro 
17.1), que e a subtragao entre a albumina do soro e a do li¬ 
quido de ascite, caracteriza melhor a ascite do que o conceito 
de transudato/exsudato baseado na dosagem de proteina total 
do liquido ascitico. A Tabela 17.17 mostra a classificagao da 
ascite quanto ao GASA. 


Quadro 17.1 Gradiente de albumina no soro - ascite 
(GASA). 


Gasa = albumina (soro) - albumina (liquido ascitico) 

Gasa > 1,1 g/dl_-> Transudato -» Hipertensao portal 
(valor preditivo positivo (97%) 

Gasa <1,1 g/dL Exsudato Outras causas de ascite 
Fonte: Lopes, 2006. 

Exempio: 

■ albumina soro = 3,50 g/dL 

■ albumina liquido ascitico = 0,70 g/dL 

■ Gasa = 3,50 - 0,70 = 2,80 g/dL (> 1,1 g/dL transudato) 


Tabela 17.17 Classifica^ao da ascite quanto ao GASA 
(Gradiente Albumina Soro - ascite). 


Gasa elevado > 1,1 g/dl = transudato 

(Pressao hidrostatica aumentada ou pressao oncotica 
plasmatica diminuida) 

Hipertensao portal 

Cirrose 

Hepatite alcoolica 
Ascite cardiaca 
Insuficiencia hepatica grave 
Sindrome de Budd-Chiari 
Trombose de veia porta 
Doenga hepatica veno-oclusiva 

Gasa baixo < 1,1 g/dL = exsudato 

(Permeabilidade capilar aumentada ou reabsorgao 
linfatica diminuida) 

Doenga peritoneal 

Carcinomatose peritoneal 
Peritonite tuberculosa 
Peritonite bacteriana 
Ascite pancreatica 
Ascite biliar 
Sindrome nefronica 
Doenga do colageno 

Fonte: Xavier et ai, 2005. 
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As analises citologica e fisico-quimica do liquido peri¬ 
toneal permitem a diferenciagao entre transudato e exsudato, 
indispensaveis para definir a etiologia do derrame. As Tabelas 
17.6 e 17.7 (liquido pleural) mostram os valores que carac- 
terizam a amostra como transudato ou exsudato (ver liquido 
pleural). 

■ ANALISE BIOQUIMICA 
Proteinas 

Convencionalmente, o tipo de ascite e dividido em ex- 
sudatos e transudatos, em que a concentragao de proteina 
ascitica e > 2,5 g/dL ou < 2,5 g/dL, respectivamente. O 
proposito dessa subdivisao e ajudar a identificar a causa da 
ascite. Assim, “doenga maligna classicamente provoca uma 
ascite exsudativa e cirrose provoca um transudato”. No en- 
tanto, ha muitos equivocos na pratica clinica. Por exem- 
plo, nas ascites transudativas, 30% dos pacientes com cirrose 
apresentam valores de proteinas superiores a 2,5 g/dL, e 
50% dos pacientes com insuficiencia cardiaca apresentam 
proteinas acima de 3,0 g/dL. Outro exemplo que dificulta 
a valorizagao da dosagem de proteinas totais e que 25% das 
neoplasias e tuberculose peritoneais apresentam proteinas 
abaixo de 3,0 g/dL. 

O gradiente albumina-soro-ascite (GASA), como visto 
anteriormente, e muito superior na categorizagao ascite com 
precisao de 97%. 

Pacientes com nivel de proteina na ascite <1 g/dL 
tern alto risco de desenvolver PBE. Outro conhecimen- 
to recente indica o valor das dosagens de proteina total, 
glicose e LDH na ascite para diagnosticar casos duvido- 
sos de PBE. Pacientes com contagem de neutrofilos na 
ascite compativel com PBE terao baixa probabilidade do 
diagnostico se pelo menos dois dos tres criterios seguintes 
estiverem presentes na ascite: a) proteina total > 1 g/dL; b) 
glicose < 50 mg/dL; c) LDH maior que o limite superior 
para o soro. Nesses casos, a possibilidade de uma peritonite 
secundaria aumenta. 

Glicose 

A concentra^ao de glicose no liquido ascitico e similar 
ao soro. Na PBE a concentragao de glicose permanece acima 
de 50 mg/dL, mas em casos de peritonite secundaria a perfu- 
ra^ao intestinal, a glicose pode ser indetectavel. Os niveis de 
glicose estao diminuidos em 30% a 60% dos casos de perito¬ 
nite tuberculosa e em 50% dos pacientes com carcinoma ab¬ 
dominal. Sua sensibilidade e especificidade sao muito baixas 
para terem utilidade pratica. 

Lactato Desidrogenase (LDH) 

Os niveis de LDH nos liquidos ascitic os estereis sao ge- 
ralmente 50% menores que os sericos. Podem estar elevados, 
com niveis superiores a 150 U/L nas peritonites bacterianas 
espontaneas e secundarias, na tuberculose peritoneal e nos car¬ 
cinomas. 


Fosfatase alcalina 

Valores aumentados sao observados em pacientes com 
perfuragao gastrointestinal. 

Amilase 

A concentraqao da amilase na ascite do cirrotico nao 
complicado e de 40 UI/L e a razao ascite/soro e de 0,4. Ha 
duas causas classicas para o aumento de amilase no liquido as¬ 
citico: pancreatite e perfuragao intestinal. Qualquer segmen- 
to do intestino pode liberar amilase quando perfurado, com 
exce^ao da vesicula biliar. Na pancreatite aguda, os niveis em 
geral sao maiores que 10.000 U/L. 

pH 

Pode ser util na diferenciagao da peritonite bacteriana 
espontanea em pacientes com ascite com cirrose, se for utili- 
zado em conjunto com contagem leucocitaria. Um pH abai¬ 
xo de 7,32 apresenta especificidade de 90% para PBE.Valores 
de pH baixo tambem sao observados com ascite maligna e 
pancreatica. 

Bilirrubinas 

Devem ser solicitadas a pacientes com liquidos asciticos 
de coloragao marrom-escuro.Valores acima de 6,0 mg/dL su- 
gerem perfuragao biliar ou intestinal alta. 

Lipfdios 

A dosagem de triglicerides deve ser solicitada quando o 
liquido ascitico for leitoso. Na ascite quilosa o nivel de tri¬ 
glicerides e maior que 200 mg/dL, podendo atingir valores 
maiores que 1.000 mg/dL. O colesterol dever ser solicitado 
se houver suspeita de ascite neoplasica, onde encontramos 
valores superiores a 50 mg/dL. 

Marcadores tumorais 

Sao raramente necessarios para o diagnostico de carcino¬ 
ma, mas possuem algum valor pratico no acompanhamento 
da resposta do paciente a terapia. O antigeno carcinoembrio- 
genico utilizando uma linha de corte de 3,0 ng/mL apresenta 
especificidade de quase 100% para ascite maligna de origem 
gastrointestinal, e o CA-125 apresenta niveis, no liquido as- 
cito, extremamente elevados, produzidos por carcinomas epi- 
teliais de ovario. 

Adenosina Deaminase (ADA) 

Os niveis encontram-se aumentados na peritonite tuber¬ 
culosa. A sensibilidade e especificidade da dosagem de ADA 
na ascite tuberculosa sao de 100% e 97%, respectivamente, 
utilizando-se como corte o valor de 33 UI/L. Entretanto, 
a sensibilidade da determina^ao da ADA na ascite cai cerca 
de 30% em pacientes com cirrose (devido a pior imunida- 
de humoral e celular). Portanto, a ADA tern maior utilidade 
para o diagnostico de peritonite tuberculosa em pacientes 
nao cirroticos. O diagnostico de peritonite tuberculosa deve 
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ser considerado em todos os pacientes que apresentam ascite 
linfocitica inexplicada, com o GASA <1.1 g/dL. 

ATabela 17.18 traz um resumo dos exames laboratoriais 
do liquido ascetico. 

Tabela 17.18 Exames laboratoriais do liquido ascitico. 


Realizados de rotina 


Contagem total de celulas com diferencial 
Protemas totais e albumina. 

Gradiente GASA 

Cultura em frascos de hemocultura 


Realizados a depender do quadro clinico 


Glicose ADA 

LDH Esfregago e cultura para BK 

Fosfatase alcalina Citologia oncotica 

CEA Trigliceridios 

Amilase Bilirrubinas 


Baixa utilidade 


pH Fibronectina 

Lactato a-1 -antitripsina 

Colesterol 

Fonte: Runyon, 1992. 


Caso 3 

Quais os principals exames que devem ser solicitados no 
liquido ascitico em pacientes com suspeita de perfuragao gas¬ 
trointestinal? 

a) Glicose e albumina 

b) Determinar o GASA e LDH 

c) Amilase e fosfatase alcalina 

d) CA-125 

Resposta: c 

Caso 4 

Paciente alcoolista foi internado por apresentar pro¬ 
gressive aumento do volume abdominal, urina escura, olhos 
amarelados e dispneia aos esforgos. Apos paracentese fo- 
ram encontrados os seguintes resultados no liquido perito¬ 
neal: Aspecto limpido, amarelo palido, albumina no fluido 
0,9 g/dL, albumina soro 3,0 g/dL, GASA = 2,1, cultura e 
bacterioscopia foram negativas. A celularidade do fluido 
apresentou 50 leucocitos/mm 3 .Trata-se de um? 

a) Transudato, GASA acima de 1,1 g/dL, hipertensao 
portal 

b) Transudato, GASA acima de 1,1 g/dL, peritonite 
tuberculosa 

c) Exsudato, GASA baixo de 1,1 g/dL, hipertensao portal 

d) Exsudato, GASA baixo de 1,1 g/dL, aumento da 
permeabilidade capilar 

Resposta: a 


■ CASOS CUNICOS 
Caso 1 

Um paciente chega ao pronto-socorro e o medico so- 
licita uma paracentese de emergencia. O paciente nao apre- 
sentava nenhum sinal de ascite. A contagem de eritrocitos foi 
de 500.000/pL. Qual a situagao que melhor indica o caso: 

a) Trauma com hemorragia abdominal 

b) Tuberculose 

c) Pungao traumatica 

d) Neoplasia 

Resposta: a 

Caso 2 

A infeegao do liquido ascitico e muito comum em pacien¬ 
tes cirroticos com ascite, justificando a realizagao de paracen¬ 
tese diagnostica na admissao desses pacientes. O diagnostico da 
Peritonite Bacteriana Espontanea (PBE) e defmido? 

a) Presen^a de Macrofagos acima de 500/mm 3 . 

b) Presen^a de 250 ou mais polimorfonucleares/mm 3 . 

c) Somente pelo resultado da cultura positiva para bac- 
terias aerobias. 

d) Pela dosagem da glicose elevada nessa situagao. 

Resposta: b 


Caso 5 


Com rela^ao ao significado dos testes no fluido perito¬ 
neal, marque a alternativa correspondente: 


a) Neoplasia de origem ovariana ( 
aumentado 

a) Peritonite tuberculosa ( 

a) Pancreatite ( 

a) Neoplasia de origem gastrintestinal ( 

a) Ruptura de bexiga ( 

Resposta: d, b, e, c, a 


) CEA 

) Glicose 
diminuida 
) Creatinina 
aumentada 
) Amilase 
elevada 
) CA-125 
elevado 


Caso 6 

Apos paracentese encontramos os seguintes resultados: 
Leucocitos 2.950/mm 3 , com 80% de polimorfonucleares; 
Albumina soro = 3,8 g/dL; albumina fluido = 3,3 g/dL; 
GASA = 0,5. Com base nessas informa^oes podemos afirmar 
que as seguintes hipoteses diagnosticas sao possiveis, exceto: 

a) Peritonite bacteriana espontanea 

b) Carcinomatose peritoneal 

c) Hepatite alcoolica 

d) Peritonite bacteriana secundaria 
Resposta: c 
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Caso 7 

Homem alcoolista de 45 anos, uma semana apos queda 
da propria altura, procurou pronto-socorro com queixa de 
dor abdominal difusa, associada a nauseas, com piora pro¬ 
gressiva. Referia aumento progressivo do volume abdomi¬ 
nal, anorexia, oliguria e um episodio de hematuria. Negava 
febre. A tomografia nao revelou sinais de hepatopatia. Uma 
paracentese foi indicada. O exame de urina indicou leucoci- 
turia acima de 5 milhoes/mL e hematuria de 250.000/mL. 
A paracentese mostrou Colorado clara, albumina de 0,6 g/ 
dL (gradiente soro-ascite de albumina (GASA) = 4,0 g.dL), 
65 celulas/mm 3 com predominio linfomononuclear, DHL = 
55 U/L, glicose = 105 mg/dL, ADA = 2,6 U/L; foi encon- 
trada elevada concentrate de creatinina e ureia no liquido 
ascitico. A coloragao de Gram, a pesquisa de bacilo alcool- 
-acido resistente e as culturas foram to das negativas. Com 
base nessas informagoes, responda: 

a) Qual e a provavel patologia envolvida nessa situa¬ 
te? Justifique? 

b) Interprete os valores encontrados no liquido ascitico 
que favorecem tal diagnostico? 

c) Quais exames podem ser solicitados para confirmar 
o diagnostico? 

Resposta: 

a) Rotura da parede vesical (uroascite). A maioria das 
roturas da bexiga e de origem traumatica, incluin- 
do trauma abdominal relacionado a procedimentos 
urologicos ou obstetricos, uso de cateteres de longa 
permanencia e dispositivos intrauterinos. 

b) O gradiente entre a albumina do liquido ascitico e 
do soro (GASA) >1,1 (falsa hipertensao portal de- 
vido a ausencia de alteragoes hepaticas) e concentra¬ 
tes de ureia e creatinina muito elevadas no fluido 
alertando para o diagnostico de uroascite. 

c) O diagnostico na maioria dos casos e confirmado 
por cistografia retrograda ou tomografia abdominal. 
O ultrassom abdominal com doppler e a cistografia 
contrastada convencional podem tambem auxiliar 
no diagnostico. 

■ LIQUIDO PERICARDICO 

Formaqao, composi^ao, localizapao e funqoes 

O pericardio e formado por duas membranas: uma mem- 
brana serosa visceral, que e intimamente aderida ao cora^ao, 
gordura epicardica, e uma membrana parietal fibrosa. O pe¬ 
ricardio e composto de componentes elasticos, vasculares, fi- 
brosos, linfaticos e mesoteliais. O pericardio envolve a maior 
parte da superficie do coragao, tanto as porgoes justacardiais 
das veias pulmonares e sistemicas como os segmentos pro- 
ximais dos grandes vasos. Uma porgao significativa do atrio 
esquerdo, no entanto, nao esta contida dentro do pericardio. 
O pericardio e preso por ligamentos ao manubrio, proces- 
so xifoide, coluna vertebral e tendao central do diafragma, 


o que limita o deslocamento do cora^ao. O pericardio nao 
e essencial para manter a vida ou a saude de uma pessoa em 
termos de manutengao da fungao cardiaca, mesmo que esteja 
ausente devido a fatores genetic os ou que seja removido ci- 
rurgicamente. Contudo, o pericardio desempenha um papel 
na fungao cardiovascular normal e pode estar envolvido em 
doengas importantes. As fungoes normais do pericardio in- 
cluem a manutengao do formato cardiaco otimo, promote 
de intera^oes entre as camaras cardiacas, evitando o extrava- 
samento do coragao, redugao da fric^ao entre os batimentos 
cardiacos e as estruturas adjacentes, formate de uma barreira 
fisica a infec^ao e limitagao do deslocamento do coragao du¬ 
rante o ciclo cardiaco. 

O espa^o entre o pericardio parietal e visceral contem 
normalmente 15 a 50 mL de fluido, e o volume de reserva 
do pericardio e relativamente pequeno. Uma vez que todo o 
voume do pericardio e preenchido, a pressao intrapericardi- 
ca aumenta significativamente com a adigao de mais fluido. 
Deve-se notar que, com volume significativo de fluido no 
espago pericardico, o liquido preenche os cateteres prejudi- 
cando medigoes precisas de pressao intrapericardica. 

Nao ha valores de referenda defmidos para o liquido pe¬ 
ricardico, e a presenga desse fluido com significance clinica 
ja e considerada anormal. 

■ COLETA - PERICARDIOCENTESE 

O procedimento de coleta do liquido pericardico e cha- 
mado de pericardiocentese. O acumulo de liquido na cavi- 
dade pericardica e mais frequentemente causado por danos 
no pericardio, associados com mudangas na permeabilidade 
das membranas devido a infectes (pericardite), neoplasias ou 
uremia. Na pericardite aguda um exsudato fibrinoso interfere 
na drenagem do liquido pericardico e predispoe o paciente a 
efusao. Alternativamente, a coleta de liquido pericardico pode 
ser realizada por pericardiotomia, na qual se cria uma janela 
pericardica em decorrencia de uma toracotomia limitada. As 
opinioes variam sobre qual dos dois procedimentos citados 
deve ser usado para estudos diagnostic os. Alguns centros rea- 
lizam pericardiocentese apenas em situates de emergencia, 
em virtude da potencial morbidade associada a este proce¬ 
dimento. 

■ MANIPULAQAO, TRANS PORTE E 
ARMAZENAMENTO 

Seguir as mesmas orientates descritas para o liquido 
pleural. 

■ PATOLOGIAS ASSOCIADAS AO DERRAME 
PERICARDICO 

A etiologia das efusoes pericardicas inclui infec^oes, in- 
farto do miocardio, trauma por cirurgia ou ferida, neoplasias, 
radia^ao e causas idiopaticas. As infectes ma i s comuns sao as 
virais, incluindo ecoviroses, virus Coxsackie e adenovirus. As 


capitulo 17 


243 



Tratado de Analises Clinicas 


efusoes agudas geralmente estao associadas com dor no pei- 
to e mudangas eletrocardiograficas, podendo progredir para 
comprometimento hemodinamico. Em contraste, as efusoes 
pericardicas cronicas podem ser assintomaticas ou se apre- 
sentarem na forma de pericardite constritiva semelhante a 
insuficiencia cardiaca congestiva. A detecgao precoce de uma 
efusao pericardica e acentuada com o uso de ecocardiografia. 
A Tabela 17.19 mostra as principals causas de efusoes peri¬ 
cardicas. 


Tabela 17.19 Causas de efusoes pericardicas. 


Infecgoes 


• Pericardite bacteriana 

• Endocardite bacteriana 

• Pericardite viral 

• Pericardite por micoplasma 

• Tuberculose 

• Pericardite fungica 


Doenga cardiovascular 


Infarto do miocardio 
Sindrome pos-infarto 
Ruptura cardiaca 
Dissecgao aortica 
Insuficiencia cardiaca congestiva 


Neoplasias 


Carcinoma metastatico 
Mesotelioma 
Linfoma, leucemia 


Trauma 

Doengas metabolicas 


Uremia 

Mixedema 


Doenga vascular do colageno 
Coagulopatias, uso de terapia anticoagulante 


Fonte: Kjeldsberg e Knight, 1993. 

■ ANAUSE FISICA MACROSCOPICA 

A aparencia fisica do liquido pericardico possui pouco 
valor diagnostico. O fluido aparece seroso em aproxima- 
damente 33% dos casos, e hemorragico no restante. Assim 
como nos demais fluidos serosos, os estudos iniciais devem 
estabelecer se a efusao e um transudato ou exsudato. Os 
transudatos sao classicamente descritos como fluidos aquo- 
sos, de cor amarelo-claro, e que nao apresentam coagulos. 
Estao associados com insuficiencia cardiaca congestiva, 
cirrose hepatica e sindrome nefrotica. Os exsudatos sao 
geralmente descritos como fluidos turvos e purulentos, 
contendo coagulos de fibrina. Sao associados com infecgoes 
e neoplasias. Derrames macroscopicamente sanguinolentos 


estao associados a pungao cardiaca acidental e ao uso in- 
devido de anticoagulantes. Mais raramente, efusoes quilo- 
sas e pseudoquilosas podem estar presentes. A Tabela 17.20 
descreve os significados dos principals testes realizados no 
liquido pericardico. 


Tabela 17.20 Significados dos testes no liquido pericardico. 

Aspecto 

Teste 

Significado 

Claro, amarelo-palido 

Normal, transudato 

Laivos de sangue 

Infecgao, neoplasia 

Sanguinolenta 

(macroscopicamente) 

Pungao cardiaca, 
anticoagulagao 

Leitoso 

Material quiloso e 
pseudoquiloso 

Diferencial 

Teste 

Significado 

Neutrofilos aumentados 

Endocardite bacteriana 

Celulas neoplasicas 

Carcinoma metastatico 

Antigeno 

carcinoembriogenico 

Carcinoma metastatico 

Gram e cultura positivas 

Endocardite bacteriana 

BAAR positiva 

Efusao tuberculosa 

Adenosina deaminase 

Efusao tuberculosa 


Fonte: Strasinger e Di Lorenzo, 2009. 

■ ANAUSE MICROBIOLOGICA 

Se houver suspeita de infecgao, uma pequena amostra 
do liquido pericardico (2 a 3 mL) devera ser enviada ao la- 
boratorio, para cultura (semear em frascos de hemocultura), 
Gram, pesquisa de fungos e pesquisa de BK em tubo esteril. 
O material deve ser encaminhado ate 2 horas apos a coleta, 
em temperatura ambiente (Tabela 17.21). 


Tabela 17.21 Principais agentes encontrados nos derra¬ 
mes pericardicos. 

Viral 

Coxsackie, ECHO, Influenza, EPB, 

Parotidite, Varicela-zoster, CMV 

Bacteriana 

Estafilococos, Pneumococos, 

Estreptococos, Haemophilus , 

Meningococos, Micobacterias, Bacilos 
Gram-negativos e Bacterias Anaerobias 

Fungica 

Histoplasma, Blastomyces , Nocard la, 
Aspergillus, Candida 

Parasitaria 

Toxoplasma, Trypanosoma, Echinococcus 

Fonte: Munir Ebaid et ai, 2000. 
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■ ANALISE MICROSCOPICA DAS CELULAS 

Seguir as mesmas orientates descritas para o liquido 
pleural. 

Contagem global de celulas nucleadas 

Seguir as mesmas orientates descritas para o liquido 
pleural. 

Contagem diferencial de celulas nucleadas 

Seguir as mesmas orientates descritas para o liquido 
pleural. 

Celularidade encontrada no liquido pericardico 

Seguir as mesmas orientates descritas para o liquido 
pleural. 

Pesquisa de celulas LE no liquido pericardico 

Seguir as mesmas orientates descritas para o liquido 
pleural. 

■ DIFERENCIAgAO DE TRANSUDATOS E 
EXSUDATOS 

Seguir as mesmas orientates descritas para o liquido 
pleural. 

■ ANALISE BIOQUIMICA 

Para a analise do liquido pericardico devemos usar os mes- 
mos criterios para diferenciagao entre transudatos e exsudatos 
utilizados para derrame pleural.VerTabelas 17.6 e 17.7 (Liquido 
pleural). A distingao entre exsudato e transudato e baseada em 
criterios de Light. A proporgao de proteina do fluido/soro su¬ 
perior a 0,5, de um fluido/soro de LDH superior a 0,6, e uma 
concentragao de LDH de fluido maior do que 220 U/l e indi¬ 
cative de exsudado. Se o conteudo de proteina total no fluido e 
maior do que 3,0 g/dL, a sensibilidade e de 97%, e se a relagao 
de proteina do fluido/soro e maior do que 0,5, a sensibilidade 
e de 96%. Um nivel de LDH superior a 220 U/L e de 98% de 
sensibilidade para o exsudado, e os niveis de fluido/ soro LDH 
maior do que 0,6 e de 94% de sensibilidade para o exsudado. 

Valores de glicose diminuidos a menos de 40 mg/dL 
podem estar presentes nos exsudatos causados por infecqoes 
bacterianas, tuberculosas, reumaticas ou malignas, entretanto a 
glicose possui pouco valor pratico no diagnostico diferencial. 

A dosagem de ADA no liquido pericardico possui sen¬ 
sibilidade de 71% a 100%, e a especificidade de 91% a 100% 
para efusoes tuberculosas, com valores de corte semelhantes 
aos utilizados no derrame pleural, superiores a 40 U/L. 

■ CASOS CUNICOS 
Caso 1 

Um homem de 30 anos, queixando-se de dispneia 
progressiva e dor no peito foi admitido no hospital. No 


exame fisico, taquipneia, enchimento jugular, diminuigao 
generalizada do murmurio vesicular e de baixos tons, sem 
sopros cardiacos adicionais foram encontrados. Ele nao ti- 
nha circulate colateral ou edema periferico. ECG reve- 
lou ritmo sinusal de 120 bpm, com um eixo de esquerda 
e baixa tensao com alternancia eletrica. Radiografia de 
torax mostrou aumento do cora^ao. O ecocardiograma foi 
ordenado e confirmou a presenga de derrame pericardico 
grave, e colapso diastolico e sistolico do ventriculo direito. 
A pericardiocentese obteve 300 mL de um liquido turvo, 
cujo aspecto nao foi alterado pela centrifugaqao. A analise 
bioquimica do liquido mostrou elevados niveis de coleste- 
rol (126 mg/dL), triglicerideos (1307 mg/dL), e proteinas 
(6,3 g/dL). A citologia mostrou 500 celulas nucleadas/pL, 
com 90% de forma mononucleares correspondentes a lin- 
focitos pequenos, nenhuma celula atipica estava presente, 
e o resultado da cultura foi negativo. Com base nessas in¬ 
formates, responda: 

a) Qual o provavel diagnostico e quais os criterios 
diagnosticos confirmatorios? 

a) Explique resumidamente a fisiopatologia dessa 
doenga. 

Respostas: 

a) Quilopericardio. E uma doenga rara cujo diagnosti¬ 
co final e determinado por pericardiocentese e ana¬ 
lise do fluido. A aparencia leitosa e a presenga de go- 
tas de gordura, vistas por microscopia ou coloragao 
positiva para SUDAN III, sao tipicos. Do ponto de 
vista bioquimico, o quilopericardio e caracterizado 
por niveis de colesterol maior do que 100 mg/dL, 
de triglicerides acima de 1.000 mg/dL, e os niveis 
de proteina acima de 3,5 g/dL, embora esses niveis 
sejam dependentes da dieta do paciente. As celu¬ 
las nucleadas encontradas no fluido, em geral, nao 
excedem 4.000/pL, com a propor^ao de linfocitos 
sendo maior ou igual a 90%. A cultura geralmente e 
negativa. 

b) Os vasos linfaticos do pericardio drenam o fluido 
pericardico em diregao ao mediastino anterior e 
linfonodos broncopulmonares, e, fmalmente, para o 
ducto toracico. Este e o principal percurso em situa¬ 
tes normais. Contudo, existem outras rotas diafrag- 
maticas e intercostais. Condigoes que prejudiquem 
a drenagem podem causar quilopericardio. Devido 
a valvulas em vasos linfaticos, o refluxo de liquido 
nao acontece, a menos que a pressao seja maior que 
15 cm de agua. Portanto, a obstrugao mecanica da 
drenagem venosa desempenha um papel fundamen¬ 
tal na fisiopatologia do quilopericardio. 

Caso 2 

Paciente com 9 anos, ha 7 dias com dor toracica que 
irradiava a regiao epigastrica, cita febre constante, turgencia 
jugular (veias distendidas do pescogo), hipotensao, cianose e 
pulso paradoxal. Apos eletrocardiograma foi detectado um 
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derrame pericardico de grau acentuado. Paciente foi subme- 
tida a uma pericardiocentese, com obtengao de efusao pio- 
sanguinolenta, glicose inferior a 10 mg/dL, LDH superior a 
1.000 U/L,ADA inferior a 5 U/L, e proteinas totais superior 
a 4,5 g/dL. Contagem de leucocitos superior a 1.000/pL, 
com diferencial 90% polimorfonucleares. 

a) Com base nos resultados laboratoriais, esse fluido 
deve ser considerado um transudato ou exsudato? 

b) Qual a causa mais provavel do derrame? Quais os 
principais agentes envolvidos? 

c) Quais exames laboratoriais podem ser solicitados 
para confirmagao diagnostica? 

Respostas: 

a) Exsudato 

b) Pericardite bacteriana. Stapthylococcus, Streptococcus e 
Haemophilus 

c) Bacterioscopia e cultura para bacterias aerobias e 
anaerobias. 

■ ASPECTOS IMPORTANTES DOS UQUIDOS 
SEROSOS 

Detec^ao de celulas malignas nos liquidos 
serosos 

As celulas malignas ou neoplasicas encontradas nos 
liquidos serosos exibem caracteristicas citologicas que 
variam conforme o modo de preparo e colora^ao utili- 
zados para a sua avalia^ao. De modo geral, celulas com 
caracteristicas de malignidade apresentam elevada relagao 
nucleo/citoplasma, contorno nuclear irregular, anorma- 
lidades na cromatina e nucleolos proeminentes. Ainda 
podem ser visualizadas figuras de mitose, agrupamentos 
e configurates celulares anormais. No citoplasma pode 
ser visualizada queratinizagao ( Papanicolaou ) e inclusoes 
anormais. As celulas malignas podem ter aparencia mo- 
notona ou demonstrar um marcado pleomorfismo, com 
grandes variagoes de tamanho e forma. Coloragoes do 
tipo Romanowsky , como a de May Grunwal & Giemsa sao 
particularmente uteis nas neoplasias hematologicas e sao 
utilizadas na triagem de amostras para determinar se uma 
porgao deve ser enviada ao servigo de citometria de fluxo 
para avaliagao. Tambem sao uteis para determinar se uma 
amostra deve ser enviada ao laboratorio de citologia/ana- 
tomia patologica para coloragao de Papanicolaou e preparo 
de blocos celulares quando neoplasias nao hematologicas 
sao a suspeita principal. 

O achado de celulas neoplasicas nas efusoes serosas 
esta associado a uma significativa implicagao terapeutica e 
prognostica. As celulas malignas nos derrames sao frequen- 
temente encontradas entre os macrofagos e populates de 
celulas mesoteliais. Alem disso, as celulas mesoteliais po¬ 
dem se tornar reativas mediante uma ampla variedade de 


estimulos, os quais podem provocar altera^oes nucleares 
e citoplasmaticas que se assemelham as celulas malignas. 
Essas alterates podem ser ainda mais acentuadas apos 
radioterapia ou quimioterapia. Frente a essas implicates 
clinicas, o diagnostico preciso desta condigao e de funda¬ 
mental importancia. 

■ AUTOMAQAO DOS UQUIDOS SEROSOS 

Os analisadores automatizados de ultima geragao, tanto 
hematologicos quanto de urinalise, oferecem ao laborato¬ 
rio, no que se refere a analise de liquidos biologicos, uma 
alternativa para ampliar a precisao e a exatidao dos resulta¬ 
dos, principalmente por contarem mais celulas do que os 
metodos manuais. Embora a variagao observada nos ana¬ 
lisadores automatizados, em contagens baixas, seja elevada, 
ainda e bem menor que a observada nas contagens manuais. 
Atualmente, ja estao disponiveis no mercado varios analisa¬ 
dores que realizam a contagem de celulas nos liquidos bio¬ 
logicos, tais como: o XE-5000 ( Sysmex, Kobe,Japao), Advia 
2120i ( Siemens Diagnostics , New York, EUA) e o IQ200 (Iris 
Diagnostics, Chatsworth, EUA). Dependendo do analisador, 
a tecnologia incorporada pode incluir a impedancia eletri- 
ca, citometria de fluxo, dispersao da luz laser e fluorescente, 
citoquimica seguida de absorgao e dispersao da luz, analise 
digital de imagens, e ate mesmo a combinagao dessas me- 
todologias. Os fabricantes de cada analisador devem infor- 
mar quais tipos de liquidos biologicos possuem aprova^ao 
por agenda regulatoria, como Anvisa e FDA, para serem 
analisados, e os usuarios devem seguir rigorosamente essas 
recomendagoes. 

Na utilizagao da automagao para liquidos biologicos e 
imprescindivel assegurar que os analisadores forne^am conta¬ 
gens confiaveis, especialmente em amostras de baixa celula- 
ridade. Desta forma, cada laboratorio deve definir os limites 
inferior e superior para contagem de celulas nucleadas e eri- 
trocitos, abaixo ou acima dos quais o uso dos analisadores 
nao e confiavel, ressaltando que esses limites nao devem ser 
inferiores ou superiores aos recomendados pelos fabricantes. 
Uma vez que um laboratorio estabelece diretrizes para se 
considerar uma amostra de liquido biologico aceitavel, para 
ser analisada por metodos automatizados, devem-se formular 
metodos reflexivos para as amostras, com contagens abaixo 
ou acima de certos limites, e com presenga de alertas mor- 
fologicos. 

Portanto, o laboratorio deve indicar um metodo al¬ 
ternative para verificar as contagens baixas (ex.: contagem 
em camaras) e as contagens altas (ex.: dilui^ao da amostra 
para a mesma entrar na faixa de linearidade do analisador). 
Ademais, tambem deve indicar as situagoes em que sera ne- 
cessaria a contagem diferencial manual das celulas nucleadas 
(ex.: alertas morfologicos fornecidos pelos analisadores nos 
modulos para liquidos biologicos). Muito cuidado deve ser 
tornado no intuito de identificar amostras como particulas 
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semelhantes as celulas e que possam elevar falsamente as 
contagens automatizadas ou obstruir o orificio do analisa- 
dor automatizado. 

Como reportar os resultados 

Os resultados reportados pelo laboratorio devem des- 
crever o tipo de amostra analisada, de acordo com o sitio 
anatomico, isto e, pleural, peritoneal ou pericardico. No 
caso do liquido pleural, o lado direito ou esquerdo deve ser 
mencionado. No laudo devem estar inclusas anotaqoes so- 
bre a cor, o aspecto e a presenga ou ausencia de coagulos no 
liquido analisado. As contagens globais devem incluir o total 
de celulas nucleadas e o total de eritrocitos. O termo conta- 
gem de celulas nucleadas e mais adequado do que contagem 
de leucocitos, uma vez que o primeiro e mais inclusivo, 
levando-se em conta os tipos celulares observados nos li¬ 
quidos. Nas contagens manuais em camara, nao e possivel 
fazer a diferenciagao entre macrofagos e celulas mesoteliais 
e, considerando que nem todos os laboratories concordam 
em classificar macrofagos como leucocitos, o termo con¬ 
tagem de celulas nucleadas e o preferido. Opcionalmente, 
pode-se liberar a contagem global de leucocitos apos fazer 
a corregao das mesmas, em fungao do numero de celulas 
mesoteliais e macrofagos obtidos na contagem diferencial. 
As unidades das determinates devem ser padronizadas en¬ 
tre as do SI ou unidades convencionais (celulas/pL) e, de 
preferencia, serem iguais as usadas por suas contrapartidas 
do sangue periferico. 

A contagem diferencial deve incluir todos os tipos ce¬ 
lulares encontrados nos liquidos, e estes devem ser repor¬ 
tados na forma de porcentagem. Deve-se evitar reportar 
os resultados da contagem diferencial na forma de mono- 
nucleares e polimorfonucleares, pelo fato de tipos celula¬ 
res como celulas mesoteliais e eosinofilos possuirem valor 
preditivo em determinadas doen^as. Os valores absolutos 
das contagens possuem valor limitado. Nao e necessario 
fazer a distingao entre neutrofilos segmentados e basto- 
netes. Os monocitos e os macrofagos podem ser contados 
na mesma categoria, uma vez que as formas intermediarias 
causam dificuldades na exata classificagao dessas celulas. 
Alem disso, classificar separadamente monocitos e macro¬ 
fagos nao atende nenhum proposito medico. Os autores 
sugerem colocar no laudo o termo macrofagos ao inves 
de monocitos, uma vez que os monocitos que saem do 
sangue periferico e entram nos tecidos passam a se chamar 
macrofagos. 

Celulas neoplasicas de tumores solidos e de tumores hema- 
tologicos devem ser reconhecidas e reportadas apos a confirma- 
gao por pessoal qualificado para identificar e classificar celulas 
malignas. Deve sempre haver cooperacao entre o laboratorio 
de hematologia e o de citologia/anatomia patologica no senti- 
do de correlacionar os resultados para fornecer um diagnostico 
mais exato. Uma seqao de comentarios pode ser adicionada nos 


laudos para incluir achados morfologicos adicionais e com sig- 
nificado clinico relevante. Caso o laboratorio esteja ciente da 
suspeita clinica de neoplasias, torna-se util emitir comentarios 
sobre a presenqa ou ausencia de celulas malignas. Contudo, e im- 
portante compreender que as contagens diferenciais em liquidos 
serosos nao sao apropriadas para rastrear ou diagnosticar neo¬ 
plasias em pacientes previamente nao diagnosticados. Quando 
uma contagem diferencial nao puder ser reportada, a se^ao co¬ 
mentarios deve incluir um descritivo a respeito da composiqao 
celular observada ou das causas que impossibilitaram a realizaqao 
do procedimento. 

Outros fluidos da cavidade serosa 

Existem outros fluidos biologicos que nao sao consi- 
derados verdadeiros fluidos e, sim, fluidos estranhos, que 
sao introduzidos na cavidade peritoneal para diagnostico 
e tratamento. Dentre esses fluidos estao incluidos o lava- 
do peritoneal e o liquido de dialise peritoneal ambulatorial 
continua. Ambos sao enviados ao laboratorio para avalia- 
qao das contagens globais e diferenciais de celulas, assim 
como para proceder as culturas microbiologicas. O lava- 
do peritoneal e normalmente utilizado em emergences 
para diagnosticar sangramento intra-abdominal decorrente, 
principalmente, de perfuraqao intestinal. As amostras em ge- 
ral sao enviadas ao laboratorio somente para o exame cito- 
logico. A dialise peritoneal continua e utilizada para tratar 
pacientes com insuficiencia renal cronica e o fluido obtido 
da dialise e avaliado quanto ao total de celulas nucleadas, 
contagem diferencial e analises microbiologicas. 

■ CONTROLE DE QUALIDADE DOS LIQUIDOS 
SEROSOS 

E de fundamental importancia que se fa^a o controle 
de qualidade interno das contagens em hemocitometro, 
evitando, assim, qualquer interferente que altere o resulta- 
do final da contagem. Um metodo que pode ser utilizado 
e a comparagao entre os resultados obtidos manualmente 
com os obtidos em analisadores automatizados. Para isso, 
pode-se diluir uma amostra de sangue total selecionada da 
rotina, que tenha aproximadamente 10.000 leucocitos/pL 
(valor obtido em contagem automatizada). No procedi¬ 
mento de controle de qualidade da contagem de celulas 
nucleadas, utiliza-se a camara de Neubauer para a con¬ 
tagem manual, de preferencia diluindo-se a amostra em 
liquidos hemolisante, como o de Turk e solugao aquo- 
sa de fucsina para hemolisar os numerosos eritrocitos de 
uma amostra de sangue total. Quinzenalmente, deve-se 
verificar se houve contaminagao dos diluentes (solugao de 
fucsina, Turk e solugao salina), examinando-os em camara 
de contagem com aumento de 40 X. Os diluentes conta- 
minados com particulas ou fungos devem ser descartados, 
e novas solugoes devem ser preparadas. Semestralmente, 
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deve-se verificar a velocidade e o tempo de citocentrifu- 
gagao, e para isso deve-se chamar a assistencia tecnica da 
citocentrifuga. 

Para garantir a qualidade das contagens diferenciais de 
celulas nucleadas, pode-se fazer comparagoes interobserva- 
dores em um mesmo laboratorio e a adesao do laboratorio a 
programas de avaliagao externa da qualidade, que realizem a 
analise de liquidos serosos ou, ainda, fazer compara^oes inter- 
laboratoriais locais ou regionais. 

As amostras de liquidos serosos sao de dificil obtengao, 
portanto somente pessoal devidamente treinado deve realizar 
as analises de modo a assegurar consistencia, previsibilidade e 
resultados de alta qualidade. Ainda pelo fato de essas amostras 
poderem chegar ao laboratorio a qualquer momento do dia 
ou da noite, torna-se importante garantir que todos os mem- 
bros da equipe laboratorial sejam adequadamente treinados 
para realizar tal tarefa. 

■ BIOSSEGURANQA 

Os liquidos serosos sao amostras contaminantes, por¬ 
tanto devem ser manipuladas com a utilizagao de equipa- 
mentos de protegao individual (EPI’s), como avental ou 
jaleco longo, de mangas compridas e de punho retratil, luvas 
descartaveis, oculos de prote^ao, pipetadores manuais ou au- 
tomaticos e, quando for o caso, protetor facial. Previamente 
ao procedimento de centrifuga^ao das amostras para con- 


centragao de celulas, deve-se tampar os tubos para evitar a 
formagao de aerossois. 

■ OUTROS METODOS DE ANALISE DE 
LIQUIDOS SEROSOS 

Quando uma populagao de celulas malignas e identi- 
ficada em uma amostra de liquido seroso, a mesma pode 
representar tanto uma neoplasia primaria do sitio de ori- 
gem ou do mesotelio adjacente, como neoplasias hema- 
tologicas ou metastases de outros orgaos. Os paineis de 
imunocitoquimica podem ser utilizados para classifica^ao 
dos tumores, dependendo do aspecto morfologico obser- 
vado nas preparagoes. A citometria de fluxo e muito util 
no diagnostico de neoplasias hematologicas que envolvem 
as cavidades serosas e possui grande sensibilidade para clas- 
sificar tumores, contudo um numero suficiente de celulas 
deve estar presente na amostra analisada. Estudos molecu- 
lares podem identificar algumas leucemias e linfomas, e 
podem tambem ser utilizados para identificar microrganis- 
mos nos liquidos serosos. A Tabela 17.22 resume as princi¬ 
pal caracteristicas das diferentes tecnicas complementares 
para identificar malignidade nos liquidos serosos. A sensata 
aplica^ao dessas tecnicas e necessaria tanto para aumentar 
a acuracia diagnostica como para a tomada de decisoes. 
Muitas dessas tecnicas ainda estao em niveis experimen¬ 
tal, embora sejam bastante promissoras. 


Tabela 17.22 Caracteristicas mais importantes dos diferentes testes complementares para diagnosticar malignidade em 

liquidos serosos. 


Teste complementar 

Caracteristicas 

Imunocitoquimica 

• Comumente utilizado 

• Necessita de um painel de anticorpos 

• Possui alta sensibilidade e especificidade 

• Boa relagao custo-beneficio 

Microscopia eletronica 

• Dispendioso 

• Morosa 

• Util na distingao entre mesotelioma e adenocarcinoma 

Regiao nucleolar organizadora argirofilica 

• Simples e facil de fazer 

(AgNOR) 

• Economico 

Essa tecnica detecta proteinas nucleolares 
utilizando um metodo de coloragao com a prata 

• Possui grande valor potencial 

(< Continua ) 
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Tabela 17.22 Caracteristicas mais importantes dos diferentes testes complementares para diagnosticar malignidade em 
liquidos serosos. (Continuagao) 


Teste complementar Caracteristicas 


Citometria de fluxo 

• Dispendioso 

• Sensibilidade variavel 

• Citometria de fluxo com duas ou mais cores possui maior utilidade 

Citometria por imagem 

• Possibilita a seleqao microscopica visual das celulas 

• Demorado e tedioso 

• Citometria por imagem utilizando rastreamento por laser e mais 
rapida 

Marcadores de proliferagao celular 

• Ki67 e urn excelente marcador para reconhecer rapidamente 
populates de celulas em proliferaqao que indiquem malignidade 

Marcadores tumorais 

• Util para diagnosticar varios tipos de tumores 

Marcadores de metastases 

• CD44v3-10 e positivo em celulas malignas e com alto potencial 
para metastases 

Imunofluorescencia 

• A tecnica de imunofluorescencia com dupla coloraqao pode ser 
aplicada para determinar o conteudo de DNA e a reatividade 
imunocitoquimica 

Atividade da telomerase 

• A demonstraqao da atividade da telomerase pode indicar 
malignidade 

PCR 

(Reaqao em cadeia da polimerase) 

• A detecqao de EGP-2RNA por RT-PCR e especifica e sensivel para 
detectar celulas epiteliais malignas em efusoes serosas 

FISH 

(Hibridizaqao in situ fluorescente) 

• Detecta aberraqoes cromossomicas minimas 
c Nao e necessaria cultura cromossomica 

Fatores de crescimento 

• 0 fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), urn indicador 
de angiogenese, esta significantemente elevado em efusoes 
neoplasicas 

Antigenos de grupos sangumeos 

• Sialosil-Tn, precursor do antigeno MN, e expresso em carcinomas e 
em epitelios displasicos 

• Possui alta sensibilidade e moderada especificidade 

Antigenos HLA 

• Tumores metastaticos demonstram escassez de antigeno HLA-1 

• Celulas mesoteliais reativas mostram forte positividade para HLA-1 e 
P 2 -microglobulina 

Produtos de oncogene - Proteina p53 

Fonte: Adaptada de Mohanty e Dey, 2003. 

• Mutaqoes de p53 ocorrem frequentemente em mesoteliomas 


capitulo 17 


249 






Tratado de Analises Clinicas 


■ FLUXOGRAMA DE DIAGNOSTICO PARA 0 LIQUIDO PLEURAL 


Liquido pleural 



Infecgao 

bacteriana 

I 

Realizar 
cultura 
geral e Gram 


Realizar 
cultura e 
pesquisa de BK 


Fonte: Strasinger e Di Lorenzo, 2009; autores. 

■ FLUXOGRAMA DIAGNOSTICO PARA UQUIDO PERITONEAL 


Marrom escuro 
dosar bilirrubinas 


Aspecto leitoso 
dosar triglicerideos 


Liquido 

peritoneal 


Aspecto hemorragico 
corrigir contagens 


Aspecto 

limpido ou turvo 



Fonte: Adaptada de Heidelbaugh e Sherbondy, 2006; Xavier et ai, 2005. 
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Seguem nas Figuras 17.3 a 17.17 imagens celulares que 
exemplificam algumas possibilidades de celularidade encon- 


tradas nos liquidos cavitarios ou serosos, objetivando assim 
auxiliar no esclarecimento das duvidas em relagao a citologia. 



Figura 17.3 (A) Celula mesotelial com binuclea^ao e linfocitos. (B) e (C) Celula mesotelial. (D) Celulas mesoteliais, neutrofilo, linfocitos 
e basofilo. 

Fonte: Autores. 



Figura 17.4 (A e C) Agrupamento de celulas mesoteliais. (B) Celula mesotelial. (D) Celula mesotelial em mitose. 
Fonte: Autores. 
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Figura 17.5 (A, C e D) Macrofagos com hemossiderina (siderofagos). (B) Agrupamento de macrofagos com hemossiderina. Liquido pleural, 
colora^ao de May Griinwald & Giemsa. 

Fonte: Autores. 



Figura 17.6 (A) Macrofago binucleado e com granulos citoplasmaticos. (B) Macrofagos trinucleados. (C) Eritrofago (macrofago que 
fagocitou eritrocitos). (D) Macrofago normal. Liquido pleural, Colorado de May Griinwald & Giemsa. 

Fonte: Autores. 
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Figura 17.7 Macrofagos, neutrofilos, linfocitos e eritrocitos. 
Liquido peritoneal, colora^ao de May Griinwald & Giemsa. 

Fonte: Autores. 



Figura 17.10 Macrofagos contendo cristal de hematoidina (he- 
matoidinofago). Liquido pleural, Colorado de May Griinwald & 
Giemsa. 

Fonte: Webmedia, 2012. 



Figura 17.8 Basofilos, eosinofilos, linfocitos e eritrocitos. Liquido 
pleural, colora^ao de May Griinwald & Giemsa. 

Fonte: Autores. 



Figura 17.11 Derrame pericardico: celulas mesoteliais benignas, au- 
mento 20 X. Colorado de Papanicolaou. 

Fonte: Cytologystuff, 2012. 



Figura 17.9 Neutrofilos, linfocitos e eritrocitos. Liquido pleural, 
colora^ao de May Griinwald & Giemsa. 

Fonte: Autores. 


Figura 17.12 Liquido peritoneal: celulas mesoteliais reativas. 
Aumento 60 X. Colorado Papanicolaou. 

Fonte: Cytologystuff, 2012. 
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Figura 17.13 Liquido pleural: celulas mesoteliais reativas. Aumento 
60 X. Colorapao Papanicolaou. 

Fonte: Cytologystuff, 2012. 



Figura 17.16 Liquido pleural: mesotelioma. Massas de celulas tu- 
morais em formato de bola de canhao “ Cannon Bair. O diagnostico 
final pode exigir imunocitoquimica ou bloco celular para imuno- 
-histoquimica, microscopia eletronica ou outras tecnicas especializa- 
das. Colorado Papanicolaou. 

Fonte: Cytologystuff, 2012. 



Figura 17.14 Celulas mesoteliais reativas em liquido pleural. 
Aumento 60 X. Colorado Papanicolaou. 

Fonte: Cytologystuff, 2012. 



Figura 17.15 Liquido Pleural: Mesotelioma. As celulas tumorais 
podem ser vistas em efusoes com sangue e com detritos protei- 
cos. Grupos com mais de 12 celulas podem ser caracteristicos de 
malignidade, alem de nucleolos multiplos e irregularidade nuclear. 
(Figuras a seguir.) Colorado Papanicolaou. 

Fonte: Cytologystuff, 2012. 



Figura 17.17 Liquido ascitico. Caracteristicas morfologicas de um 
linfoma nao Hodgkin e processo inflamatorio agudo. Colorado 
Papanicolaou. 

Fonte: Sociedade Latino-Americana de Citopatologia, Departamento de 
Patologia, Hospital Funda<;ao Santojanni, 2012. 
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Urinalise 


■ INTRODUgAO 

O exame de urina, tambem denominado urinalise, e um 
dos exames mais antigos da medicina laboratorial, havendo 
relatos de sua analise ha pelo menos 6 mil anos. E composto 
por tres etapas distintas, a saber: exame fisico, exame qui- 
mico e analise dos elementos figurados, incluindo a pesqui- 
sa do dismorfismo eritrocitario. Habitualmente e realizado 
com o objetivo de estabelecer, confirmar ou complementar 
o diagnostico clinico nas doengas renais, doengas urologicas e 
doen^as metabolicas ou sistemicas, que cursam com acome- 
timento renal ou que levam ao aparecimento de elementos 
ou metabolitos anormais, sendo tambem util no acompanha- 
mento e controle do tratamento de varias afegoes do trato 
urinario. 

Trata-se de um exame de alta demanda, realizado na 
maioria dos laboratories, basicamente manual, frequente- 
mente negligenciado e sem padronizagao universal. 

■ FASE PRE-ANAUTICA 
Coleta 

Para o exame de urina de rotina (Urina I, EAS, exame 
sumario de urina etc.) deve-se coletar uma amostra isolada 
de urina, de preferencia jato medio, apos assepsia, tendo o 
paciente mantido de duas a quatro horas de estase vesical. Essa 
amostra pode ser randomica (coletada a qualquer momento 
do dia), primeira urina da manha ou segunda urina da manha 
(que apresenta boa preservagao celular e correlagao com as 
diversas proteinas em amostras de 24 horas). A coleta de uri¬ 
na via cateter ou sonda e um procedimento de profissional 
da area de enfermagem e e realizada apenas com solicitagao 
medica. A coleta de urina atraves de pungao suprapubica e 
um procedimento medico. Criangas sem controle da mic^ao 
necessitam fazer uso de coletores autoaderentes para obten- 
£ao da amostra. 

Pacientes submetidos a procedimentos com qualquer 
tipo de contraste deverao coletar a amostra de urina antes de 
realizar o procedimento ou de 24 a 48 horas apos o termino 
do mesmo. 


Conservantes 

O conservante ideal e aquele capaz de prevenir o cres- 
cimento bacteriano, nao interferir na analise quimica e 
preservar os elementos formados no sedimento. A metodo- 
logia mais utilizada na conserva^ao da urina e a refrigera^ao. 
Amostras de urina destinadas a cultura podem ser armazena- 
das sob refrigera^ao por ate 24 horas. Nao ha consenso sobre 
a duragao da refrigeragao no caso das amostras destinadas a 
analise de rotina da urina. 

Transporte e armazenamento 

As amostras de urina devem ser transportadas em cai- 
xas com tampa e de forma a prevenir derramamentos, com 
temperatura controlada dependendo da distancia que esse 
material sera transportado. No caso de transporte em tubo 
pneumatico deve-se garantir a integridade da amostra junto 
ao fornecedor do equipamento. 

Apos a coleta, as amostras devem ser encaminhadas em 
ate duas horas ao laboratorio a fim de eliminar possiveis al- 
tera^oes celulares e bioquimicas, e processadas o mais rapida- 
mente possivel. Apos esse periodo, mantida em temperatura 
ambiente, a urina comega a apresentar eleva^ao do pH, di- 
minuigao da glicose (glicolise e consumo), corpos cetonicos 
(volatilizagao), bilirrubina (exposigao a luz), urobilinogenio 
(oxidagao a urobilina) e nitrito (redugao a nitrato), aumento 
das bacterias e turbidez, altera^ao da cor (oxidagao ou re- 
dugao de metabolitos), degradagao de hemacias e cilindros. 
Quando se tratar de pesquisa de componentes fotossensiveis, 
a amostra devera ser protegida da luz. 

Urinas mantidas sob refrigeragao tendem a ter sua analise 
microscopica com possivel precipitagao de cristais. 

Criterios de rejei^ao 

Os criterios de rejeigao podem variar para cada labo¬ 
ratorio, mas devem incluir: requisigao incompleta ou ilegi- 
vel, material mal identificado ou com contaminagao visivel 
a olho nu (material fecal, oleo ou outros residuos), amostras 
com volume insuficiente e inadequadas para realizagao do 
teste solicitado. 
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■ FASE ANAUTICA 

Os componentes do exame de urina incluem a avaliagao 
das caracteristicas macroscopicas (cor e aspecto), fisicas (pH e 
densidade ou gravidade especifica), quimicas (atraves de tiras 
reagentes), microscopicas e testes confirmatorios. 

Exames ffsico e macroscopico 
Cor 

A cor da urina geralmente apresenta variados tons de 
amarelo, dependendo diretamente da quantidade de agua in- 
gerida e tambem de exercicios fisicos. O principal pigmento 
responsavel pela coloragao da urina e o Urocromo. Outras 
coloragoes apresentadas pela urina podem estar relacionadas 
a alguma patologia, a alteragoes metabolicas, a alimenta^ao ou 
a presenga de metabolitos de drogas utilizadas. 

Aspecto 

A urina normal, recem-emitida, e limpida ou discreta- 
mente opalescente. As substancias que frequentemente alteram 
o aspecto da urina sao: celulas epiteliais em grande numero, 
leucocitos, hemacias, bacterias e leveduras, cristais e filamentos 
de muco. Contaminantes como talco, cremes vaginais e con- 
trastes radiograficos tambem interferem no aspecto da urina. 

Deposito 

A presenga de deposito na urina esta diretamente rela- 
cionada a quantidade de substancias em suspensao. Sao os 
mesmos elementos que alteram o aspecto da urina e, por isso, 
nao possuem nenhum significado clinico, nao havendo ne- 
cessidade de relata-lo. 

Odor 

O odor caracteristico da urina e denominado sui generis , e 
pode ser mais ou menos intenso, dependendo da quantidade 
de acidos aromaticos presentes na amostra. Quando se deixa a 
amostra em repouso, o odor de amonia passa a ser predominante 
em funcao da degradacao da ureia. Raramente possui significado 
clinico, e nao costuma ser relatado. Sugere-se seu relato apenas 
no caso de doengas metabolicas geneticas, que causam odores 
caracteristicos (exemplo: doen^a do xarope de bordo, relaciona- 
da a erros metabolicos da leucina, isoleucina e valina). 

Densidade 

Reflete o estado de hidrata^ao do paciente e a capacida- 
de dos rins de concentrar a urina. Pode ser avaliada por refra- 
tometria ou por gravidade especifica (concentragao ionica). 
Refratometria reflete a concentra^ao de todas as particulas 
dissolvidas na amostra, podendo sofrer interference da gli- 
cosuria e/ou da proteinuria. Nas tiras reagentes determina-se 
a gravidade especifica, que se baseia na mudanga aparente 
do pKa de certos polieletrolitos em relagao a concentragao 
ionica da amostra. Os resultados nao sao afetados por com¬ 
ponentes nao ionicos da urina como a glicose, embora alguns 


interferentes como proteinuria e cetonuria significativos pos- 
sam ocasionar resultados falsamente elevados. 

Exame qufmico 

A analise quimica e realizada atraves de tiras reagentes. 
Baseia-se em metodologia de quimica seca, cujos resultados 
podem ser determinados visualmente ou por instrumentos 
semiautomatizados ou automatizados. 

A fim de se obter resultados mais reprodutiveis e con- 
fiaveis, devem-se observar alguns cuidados na manipulagao e 
conservagao das tiras reagentes, como se segue: 

■ Manter o flasco fechado com o dissecante, e em local fresco. 

■ Estocar no frasco original. 

■ Evitar misturar tiras de frascos ou lotes diferentes. 

■ Nao exp or as tiras a substancias volateis. 

■ Evitar tocar a area reagente. 

■ Nao utilizar a tira que apresente alteragao de cor em al¬ 
guma area reagente. 

■ Nunca cortar as tiras reagentes. 

Com relagao a utilizagao das tiras reagentes, e necessa- 
rio, antes de tudo, homogeneizar bem a amostra e, a seguir, 
mergulhar rapidamente a tira reagente na amostra e retirar o 
excesso de urina da mesma. A leitura visual e realizada com- 
parando as cores obtidas com a escala-padrao, respeitando o 
tempo de cada reagao. 

As leitoras semiautomatizadas ou automatizadas sao fo- 
tometros de reflectancia, que medem a luz refletida a partir 
da area reagente. Esses equipamentos medem objetivamente 
a intensidade dessas reagoes e eliminam as variagoes de leitura 
dependente do tempo de reagao e intensidade de cor. A grande 
vantagem de sua utilizagao e a padronizagao dos tempos de 
leitura e a eliminagao das variagoes subjetivas decorrentes da 
interpretagao das cores obtidas em cada area reagente. 

pH 

O pH varia com o tipo de alimenta^ao. Dietas ricas em 
proteinas sao responsaveis por urinas acidas, enquanto na die- 
ta vegetariana a urina e mais alcalina. O pH urinario tern 
importante papel na detecgao de possiveis disturbios eletroli- 
ticos, tanto de origem metabolica como respiratoria, alem de 
indicar, tambem, defeitos de reabsor^ao tubular ou de secre- 
gao tubular de acidos ou bases. 

Nao sao conhecidas substancias que interferem com a 
medida do pH urinario. Quando a urina e colocada em ex¬ 
cesso na tira pode haver contamina^ao dessa area reagente 
pelo tampao acido do teste da proteina, fornecendo um re- 
sultado de pH mais acido. 

Sangue (hemoglobina) 

O teste baseia-se na atividade da pseudoperoxidase da por- 
£ao heme da hemoglobina. O teste e ligeiramente mais sensivel 
a hemoglobina e a mioglobina do que aos eritrocitos intactos. 

Uma das maiores dificuldades na sua interpretagao e a pre- 
senga de inumeras reagoes falso-positivas, associadas a alta sen- 
sibilidade da area reagente. Reagoes falso-positivas ocorrem na 
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presenga de mioglobina, de outras peroxidases, como a peroxi¬ 
dase bacteriana, de contaminate com hipoclorito e formol ou 
mesmo em uma eventual contaminate com sangue menstrual. 

Dentre as causas de resultados falso-negativos destacam- 
-se densidade aumentada, presenga de proteina, nitrito e acido 
ascorbico elevados, e metabolitos de captopril. Vale lembrar 
que em urinas alcalinas a sensibilidade do teste e reduzida. 

Proteina 

Esse teste e mais sensivel a presenga de albumina, nao 
detectando a proteina de Tamm-Horsfall, que e a principal 
matriz dos cilindros. 

A pesquisa de proteinas atraves das tiras reagentes baseia- 
-se no principio do “erro proteico” de um indicador de pH. 
Presenga de residuos de desinfetantes com amonio quaternario 
ou cloro-hexidina no recipiente de coleta da urina pode levar a 
resultados falso-positivos. Reagoes falso-negativas sao observadas 
com a excregao de outras proteinas que nao a albumina, como 
e o caso do mieloma multiplo (excregao de cadeias leves livres). 

A presen^a de proteinas na urina e um dos principais in- 
dicadores de doenga renal, e sua dosagem em amostras isoladas 
de urina so tern significado clinico se corrigida com a creati- 
nina urinaria e deve ser realizada mediante solicita^ao medica. 

Glicose 

A glicose na urina aparece quando a quantidade de gli¬ 
cose que entra na luz dos tubulos excede sua capacidade de 
reabsorgao. Essa situate ocorre na vigencia de hiperglicemia, 
quando a glicemia supera niveis de 160 a 180 mg/dL. Obser- 
va-se glicosuria sem hiperglicemia em lesoes ou disfun^oes 
tubulares ou, ainda, em situagoes em que existe diminuigao 
do limiar de reabsor^ao da glicose nos tubulos como e o caso 
de gestantes, criangas e idosos. 

A pesquisa de glicose atraves das tiras reagentes e realiza¬ 
da pela glicose-oxidase, sendo, portanto, especifica para glicose, 
nao detectando outros agucares como frutose, lactose ou galac¬ 
tose. Resultados falso-negativos sao observados na presenga de 
niveis elevados de cetonas e de acido ascorbico, especialmente 
nas amostras com baixas concentrates de glicose. 

Nao existe significado clinico para a dosagem de glicose 
em amostras isoladas de urina. 

Cetonas 

Normalmente nao observamos a presenca de cetonas na 
urina. A detect© de cetona ou acido acetoacetico pelas tiras 


reagentes baseia-se na reacao do nitroprussiato de sodio com 
o acido acetoacetico. Outros corpos cetonicos como acetona e 
acido P-hidroxibutirico nao sao detectados. Resultados positivos 
estao associados com cetoacidose diabetica, jejum prolongado, 
algumas dietas para emagrecimento, febre e exercicios intensos. 
Surgem em decorrencia do metabolismo de acidos graxos. 

Resultados falso-positivos podem ser observados na 
presenga de altas concentrates de metabolitos da levodo- 
pa, substancias contendo grupos sulfidrila ou em amostras de 
urina muito pigmentadas. 

Bilirrubina 

Apenas a bilirrubina direta (conjugada) e encontrada em 
amostras de urina. Sua presenga esta relacionada as ictericias 
obstrutivas e as hepatocelulares (hepatites, cirrose hepatica) A 
detect© de bilirrubina baseia-se em uma reagao de acopla- 
mento em meio acido com sal diazonio estabilizado e forma¬ 
te de cromogeno rosado a vermelho. 

E uma das reagoes mais sujeitas a agao de interferentes, 
dando origem a cores atipicas na area reagente. Resultados 
falso-positivos devem-se a presenga de substancias que cau- 
sam altera^oes na cor normal da urina tal como metabolitos 
de drogas que contem tinturas de azo, nitrofurantoina e ri- 
boflavina. Outras causas de resultados falso-positivos incluem 
urobilinogenio elevado, fenotiazina e clorpromazina. Por ou- 
tro lado, a exposi^ao prolongada da amostra a luz ultravioleta 
(luz solar), presenga de nitrito ou de grandes quantidades de 
acido ascorbico podem causar resultados falso-negativos. 

Urobilinogenio 

Urobilinogenio em concentrates aumentadas na urina 
esta relacionado ao excesso de produgao de bilirrubina, como 
e o caso das hemolises, ou como consequencia da redugao da 
sua reabsor^ao, como nas lesoes hepaticas. E detectado por 
meio de uma reagao de acoplamento do urobilinogenio com 
sal de diazonio, com formagao de pigmento de cor rosa e, da 
mesma forma que ocorre na pesquisa de bilirrubina, a ex- 
posigao prolongada da amostra a luz ultravioleta (luz solar), 
presenga de nitrito, formalina, ou de grandes quantidades 
de acido ascorbico podem causar resultados falso-negativos. 
Dentre as principais causas de resultados falso-positivos des- 
tacam-se urinas muito pigmentadas e a presenga de meta¬ 
bolitos de nitrofurantoina, riboflavina, fenazopiridina, acido 
p-aminobenzoico e drogas que contem tinturas de azo. 

A relagao entre bilirrubina e urobilinogenio esta resumi- 
da no Quadro 18.1. 


Quadro 18.1 Resumo da rela^ac entre bilirrubina e urobilinogenio. 


Birirrubina 

Urobilinogenio 

Obstrugao biliar 

+ + + (bilirrubina direta) 

Negativo 

Lesao hepatica 

+/- 

+ 

Hemolise 

Negativa (bilirrubina indireta) 

+ + + 


Fonte: Cortesia de Celia Regina Garlipp e Paula Virginia Bottini. 
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Nitrito 

O teste do nitrito baseia-se na capacidade que algumas 
bacterias tem em reduzir o nitrato, presente na urina, a ni¬ 
trito. Surge em decorrencia da presenga de bacterias na uri¬ 
na, que reduzem o nitrato a nitrito (bacterias gram-negativas 
fermentadoras, como Escherichia coli, Klebsiella spp, Proteus spp, 
e algumas cepas de Pseudomonas). Resultados falso-negativos 
com consequencia da presen^a de bacterias que nao reduzem 
o nitrato, da falta de nitrato na dieta (nos lactentes e em dietas 
com baixa ingestao de vegetais verdes, por exemplo) e de 
incubagao da urina na bexiga insuficiente para que ocorra a 
redugao de nitrato a nitrito. 

Leucocito (Leucocito-esterase) 

Essa reagao consiste na pesquisa da esterase leucocitaria, 
presente nos granulocitos intactos ou lisados. Pode estar as- 
sociado a infecgao urinaria ou a processos inflamatorios das 
vias urinarias.Vale lembrar que na presenga de leucocitos nao 
granulocitos essa reagao e negativa. Cor intensa da urina tam- 
bem pode interferir na reagao. 

Resultados falso-negativos podem ser observados com 
o uso de alguns antibioticos, como cefalexina e cefalotina 
e tetraciclina. Altas concentrates de acido oxalico tambem 
inibem a rea^ao. Reagoes falso-positivas podem ser obser- 
vadas na presenga de metabolitos de antibioticos a base de 
imipenem, meropenem ou acido clavulanico. Outras causas 
de resultados falso-negativos incluem a presenga de agentes 
oxidantes (hipoclorito de sodio) e de formaldeido. 

Testes confirmatorios 

Por defmigao, teste confirmatorio e aquele que detecta 
uma mesma substancia com sensibilidade e/ou especificidade 
igual ou superior ao teste realizado ou, ainda, e um teste que 
utiliza uma reagao ou metodologia diferente para detectar a 
mesma substancia. 

Algumas substancias podem reagir com determinados 
reagentes das tiras e produzir uma reflectancia semelhante 
aquela produzida por baixas concentrates do analito e levar 
a resultados falso-positivos. Assim, rea^oes positivas para bilir- 
rubina e urobilinogenio devem sempre ser confirmadas, pois, 
apesar de algumas tiras reagentes e equipamentos para sua 
leitura possuirem area para compensate de cor, essas duas 
areas sao as mais sujeitas a fornecer resultados falso-positivos. 
As tecnicas mais utilizadas sao as reagoes de Fouchet (bilirru- 
bina) e de Erlich (urobilinogenio). 

As demais areas da tira reagente possuem menos interfe- 
rentes e nao necessitam de testes confirmatorios. 

Analise microscopica 

A analise microscopica sempre tem inicio com a ob- 
servagao da amostra em menor aumento para avaliar a dis- 
posigao dos elementos, a composite geral do sedimento e 
a presenga ou nao de cilindros. A identificagao e contagem 
de todos os elementos presentes sao realizadas em aumento 


de 400 X. Quando o sedimento e analisado em microscopia 
de campo claro, muitos elementos tem a mesma refringen- 
cia que a urina, sendo visiveis apenas com baixa iluminagao 
(como e o caso dos cilindros hialinos). 

Atualmente encontram-se disponiveis no mercado siste- 
mas que controlam o volume do sedimento examinado atra- 
ves de laminas com camaras capazes de conter um volume 
predeterminado e constante. Embora seja recomendavel dar 
preferencia ao uso desses sistemas de contagem padronizados, 
as contagens em camara de Fuchs-Rosenthal e entre lamina 
e laminula continuam validas. 

Interpretapao da analise microscopica 
Leucocitos 

Leucocituria e a presenga de numero aumentado de 
leucocitos na urina, sendo na maioria das vezes leucocitos 
polimorfonucleares neutrofilos. Indica inflamagao no trato 
urogenital, cuja causa mais frequente e a infegao do trato uri- 
nario. Algumas situates fisiologicas podem levar a leucoci¬ 
turia, como e o caso de desidratagao, febre e exercicios fisicos 
extenuantes. Nefrite tubulointersticial (presenga de eosinofi- 
los na urina), uso de alguns medicamentos (glicocorticoides, 
ciclofosfamida, indinavir), rejei^ao de transplante renal (lin- 
focitos), glomerulonefrites e doengas inflamatorias sistemicas 
podem estar associadas a leucocituria variavel (Figura 18.1). 



Figura 18.1 Leucocitos. 

Fonte: Cortesia de Celia Regina Garlipp e Paula Virginia Bottini. 

Hemacias 

Hematuria e a emissao de urina contendo hemacias em 
numero variavel, podendo ser macroscopica ou microscopica 
(Figura 18.2). A presenga de hematuria e uma das alteragoes 
mais frequente nos exames de urina. Inumeras sao as cau¬ 
sas de hematuria, e sua presenga deve ser sempre investigada, 
mesmo nos casos assintomaticos. A diferencia^ao entre hema¬ 
turia de origem glomerular daquela de origem nao glomeru¬ 
lar e realizada atraves da pesquisa da morfologia das hemacias 
(dismorfismo eritrocitario). 
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Figura 18.2 Hemacias. 

Fonte: Cortesia de Celia Regina Garlipp e Paula Virginia Bottini. 

Dismorfismo eritrocitario 

No inicio dos anos de 1980, Birch e Fairley, estudando 
urina de pacientes com glomerulonefrites observaram que as 
hemacias presentes nessas amostras apresentavam alteragoes 
morfologicas especificas quando examinadas sob microscopia 
de contraste de fase (a perda do conteudo de hemoglobi- 
na, ruptura da membrana celular, extrusoes citoplasmaticas 
e deposito de material fase-denso na regiao da membrana 
celular). 

Uma decada se passou ate que, em 1991, Kohler e cola- 
boradores descreveram diversas formas de hemacias encon- 
tradas na urina e sugeriram que a presenga de acantocitos 
era um marcador bastante especifico de hematuria glomeru¬ 
lar. Posteriormente, varios autores demonstraram que, alem 
dos acantocitos, os codocitos tambem eram marcadores de 
hematuria glomerular, e esse conjunto de celulas recebeu a 
denominagao de celulas Gl.Vale destacar que, apesar de mais 
especifico para hematuria glomerular, a presenga de acanto¬ 
citos isoladamente e pouco frequente, sendo mais comum a 
observa^ao de codocitos, seja de forma isolada ou em associa- 
£ao com acantocitos (Figura 18.3). 
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Figura 18.3 Dismorfismo eritrocitario - numerosos codocitos e 
raros acantocitos. 

Fonte: Cortesia de Celia Regina Garlipp e Paula Virginia Bottini. 


E importante ressaltar que o padrao-ouro para a pesquisa de 
dismorfismo eritrocitario e a microscopia de contraste de fase. 

Cilindros 

Formam-se principalmente no interior do tubulo con- 
torcido distal e ducto coletor, e tern matriz primariamente 
composta por glicoproteina de Tamm-Horsfall (ocasional- 
mente albumina), sendo sua aparencia influenciada pelos 
elementos presentes no filtrado durante a sua formagao. E 
importante lembrar que a glicoproteina de Tamm-Horsfall 
nao e detectada atraves das tiras reagentes. A formagao do 
cilindro depende inicialmente da redugao ou parada do flu- 
xo urinario no nefron, associada a precipita^ao de proteinas 
presentes na luz dos tubulos, englobando elementos celulares 
eventualmente presentes. Os cilindros assim formados apare- 
cerao na urina quando houver a retomada do fluxo urina¬ 
rio atraves do nefron. Didaticamente, os cilindros podem ser 
classificados em acelulares (que incluem os cilindros hialinos, 
hialino-granulosos, granulosos, cereos, lipoidicos, hemoglo- 
binicos e bilirrubinicos), e em celulares (cilindros hematicos, 
leucocitarios e epiteliais) (Figura 18.4). 



Figura 18.4 Cilindro hialino (esquerda) e hialino-granulosos (direita). 
Fonte: Cortesia de Celia Regina Garlipp e Paula Virginia Bottini. 

O cilindro hematico apresenta alta especificidade para 
hematuria glomerular, embora seja de dificil visualizagao e de 
baixa prevalencia (Figura 18.5). 



Figura 18.5 Cilindro hematico. 

Fonte: Cortesia de Celia Regina Garlipp e Paula Virginia Bottini. 
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Cristais 

Sao frequentemente observados na analise do sedimen- 
to urinario. Cristais surgem da precipitagao de determinados 
sais presentes na urina, na dependencia do pH, temperatura 
e concentragao. A maioria dos cristais nao tem significado 
patologico, como e o caso dos cristais de oxalato de calcio, 
acido urico, fosfatos, carbonatos, urato de amonia e precipi- 
tados amorfos. Outros cristais, como os de leucina, colesterol, 
cistina e fosfato triplo amoniaco-magnesiano (tambem cha- 
mado de estruvita) estao relacionados a condigoes patologicas 
(Figura 18.6). 

Celulas epiteliais 

O achado de celulas epiteliais raramente possui significado 
clinico conclusivo. As celulas mais frequentemente observadas 
sao: celulas pavimentosas (frequentes tanto em homens quanto 
em mulheres, provenientes de celulas da vagina e das porgoes 
inferiores da uretra, Figura 18.7), celulas de epitelio de transi- 
gao (originarias da bexiga e porgao superior da uretra), e celu¬ 
las do tubulo renal (sua presenga sugere lesao tubular). 



Figura 18.7 Celulas epiteliais pavimentosas. 

Fonte: Cortesia de Celia Regina Garlipp e Paula Virginia Bottini. 



Figura 18.6 Cristais de acido urico (A), oxalato de calcio (B), cistina (C) e fosfato triplo amoniaco-magnesiano (D). 
Fonte: Cortesia de Celia Regina Garlipp e Paula Virginia Bottini. 


262 


Parte 4 


















Urinalise 


Outros eiementos 

Outros eiementos presentes na urina sao as bacterias, fila- 
mentos de muco, eventualmente parasitas e espermatozoides, 
que podem ou nao ser relatados na dependencia da padroni- 
za^ao de cada laboratorio, alem de possiveis artefatos como 
cristais de talco e fibras (Figura 18.8). 

■ FASE POS-ANAUTICA 

Fase pos-analitica e responsavel por cerca de 20% dos er- 
ros em um laboratorio clinico. Corresponde a interpretagao 
dos achados laboratoriais, digita^ao, conferencia, emissao e 
entrega dos laudos. 

Uma etapa critica e a interpreta^ao dos achados labo¬ 
ratoriais, correlacionando-se o exame fisico-quimico e os 
eiementos formados. Desconsiderar um achado da analise, 
desconhecer o papel dos interferentes e nao analisar todos os 
achados em conjunto estao situados entre os principals erros 
nessa fase. 


Por ser um exame em que frequentemente os resultados 
ainda nao sao interfacetados e, sim, digitados manualmente, o 
laboratorio deve ter um procedimento de revisao para detec- 
tar e corrigir erros de transcrigao que possam afetar a condu- 
ta clinica. O sistema de informatica pode dispor de alertas, na 
etapa de digita^ao, para resultados improvaveis ou absurdos. 
O interfaceamento de equipamentos de urinalise automati- 
zados com o sistema de informatica elimina possiveis erros 
de transcrigao. 

Vale lembrar que o ciclo de um exame laboratorial ter- 
mina quando o medico requisitante recebe seu laudo final. 

■ AUTOMAgAO EM URINALISE 

Microscopia manual e um procedimento demorado e 
com grande variabilidade interobservadores. Tecnicas au- 
tomatizadas eliminam o preparo previo do material com 
consequente melhoria do fluxo de trabalho e aumento de 
produtividade. Atualmente existem tres opgoes de automa- 



Figura 18.8 Outros eiementos - fibra (A), filamentos de muco (B), cristais de talco (C) e leveduras em hifas e gemula^ao (D). 
Fonte: Cortesia de Celia Regina Garlipp e Paula Virginia Bottini. 
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qao para analise dos elementos figurados presentes na urina. 
Esses equipamentos sao baseados em citometria de fluxo, em 
analise de imagens digitalizadas com autorreconhecimento 
de particulas, ou em microscopia automatizada com imagem 
digitalizada. Esses equipamentos podem ser integrados com 
as leitoras automatizadas de tiras reagentes. 

Semelhante aos analisadores hematologicos, o citometro 
fluxo urinario baseia-se em caracteristicas estruturais e/ou 
imunologicas das celulas e demais particulas para identifica- 
qao dos elementos presentes na urina. Utiliza amostras de 
urina nao centrifugadas, sendo que celulas, bacterias e cilin- 
dros sao analisados e classificados levando-se em consideragao 
o volume (impedancia), o tamanho (dispersao de luz) e as ca- 
racteristicas tintoriais (fluorescencia) nucleares e citoplasma- 
ticas. A distin^ao entre hemacias e leveduras e feita de acordo 
com a intensidade de suas fluorescencias. Existe necessidade 
de confirmagao atraves de microscopia optica, na dependen¬ 
ce do tipo de altera^ao detectada ou alerta sinalizado pelo 
equipamento. 

A analise de imagens digital com autorreconhecimento 
de particulas classifica e quantifica os elementos presentes 
em uma amostra de urina nao centrifugada, baseando-se 
no tamanho e forma destes. As imagens sao coletadas e po¬ 
dem ser reclassificadas pelo operador, com o potencial de 
reduzir a necessidade de revisao microscopica das amostras 
patologicas. 

Ja a microscopia automatizada com imagem digita- 
lizada corresponde a automagao de microscopia manual 
tradicional. O equipamento realiza a homogeneiza^ao, a 
centrifugagao em uma cuveta especial e analise do sedi- 
mento urinario em um microscopio acoplado a uma ca- 
mara digital. Os elementos presentes no sedimento sao 
classificados em um modulo de autoavaliagao de imagens. 
As imagens capturadas podem ser reavaliadas pelo analista, 
minimizando a necessidade de revisao microscopica das 
amostras alteradas. 
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■ INTRODUgAO 

Na produgao de grande numero de produtos, desde ele- 
troeletronicos a xampus, os trabalhadores estao expostos a 
pelo menos uma substancia quimica potencialmente preju¬ 
dicial ao organismo humano. Portanto, e importante que seja 
feito um monitoramento dessa exposigao a fim de se evitar 
que ocorra o desenvolvimento de uma intoxicagao a ponto 
de comprometer a saude do individuo. 

O monitoramento dessa exposigao e feito de duas for¬ 
mas: uma ambiental, onde se coletam amostras do ar do am- 
biente de trabalho, e outra biologica, onde e feita a coleta de 
uma amostra biologica do trabalhador exposto (normalmen- 
te sangue ou urina), e nesta se pesquisa e se quantifica um 
biomarcador relacionado com a substancia a que o individuo 
esta exposto, tal biomarcador e denominado Indicador Bio¬ 
logico de Exposigao (IBE). 


O controle biologico da exposigao ocupacional, exame 
de laboratorio executado por laboratorios de analises clinicas, 
teve no Brasil, nos ultimos anos, um aumento consideravel 
em sua demanda, e isso ocorreu basicamente por dois mo- 
tivos: 1) aumento na fiscalizagao por parte do Ministerio do 
Trabalho e do Emprego; e 2) o interesse do empresariado 
em adentrar no mercado internacional, cada vez mais com¬ 
petitive, onde se requer provas de que esse tipo de exame 
e rotineiramente executado em seus funcionarios. Ha uma 
terceira razao, economical os trabalhadores que sao mais bem 
avaliados correm menos riscos de adoecer e, portanto, faltam 
menos ao trabalho e tendem a produzir mais. 

Neste capitulo serao apresentados alguns grupos de subs- 
tancias a que os trabalhadores estao expostos, os indicadores 
biologicos de exposigao normalmente empregados, quando 
for o caso, e foram citadas as tecnicas mais empregadas. Ao 
final do capitulo e encontrada uma tabela (Tabela 19.1), que 


Tabela 19.1 Controle ambiental e biologico da exposigao ocupacional a algumas substancias qufmicas de acordo com a 
legisla^ao brasileira em vigor*. 

Substancia 

Limite de 
tolerancia 


Controle biologico de exposigao 




ppm 

mg/m 3 

Amostra 

IBE a 

VR b 

IBMP C 

Metodo d 

Obs. # 

Anilina 

4 

15 

Urina 

p-aminofenol 

- 

50 mg/g e 

CG 

FJ 




Sangue 

metemoglobina 

Ate 2% 

5% 

E 

FJ-Ol 

Arsenio 

0,04** 

0,16** 

Urina 

Arsenio 

Ate 10 jug/g e 

S0/ug/g e 

EAA 

IFS + T6 

Cadmio 

- 

- 

Urina 

Cadmio 

AXe2/ug/g e 

5g/g e 

EAA 

NC + T6 

Carbamatos 

- 

- 


AChE 

Determinar a 

Ate 30% f 



e esteres 



Sangue 

BChE 

atividade de 

Ate 50% f 

EE 

NC 

organofosforados 



BChE e AChE 

pre-exposigao 

Ate 25% f 



Chumbo 

- 

0,1 


Chumbo 

Ate 40//g/dL 

60 /(g/dl 

EAA 





Sangue 

Zincoprotoporfirina 

Ate 40 jug/ dL 

100 ,ag/dl 

HF 

NC + T1 




Urina 

ALA 8 

Ate 4,5 mg/g e 

10 mg/g e 

E 



(Conti nu a) 
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Tabela 19.1 Controle ambiental e 
legislagao brasileira em vigor*. 

biologico da exposigao ocupacional 

a algumas substancias qmmicas de acordo com a 

(Continuagao) 

Substancia 

Limite de 
tolerancia 


Controle biologico de exposigao 




ppm 

mg/m 3 

Amostra 

IBE a 

VR b 

IBMP C 

Metodo d 

Obs. # 

Cromo 

- 

- 

Urina 

Cromo 

Ate^g/g e 

i0/ug/g e 

EAA 

FS 

Diclorometano 

156 

560 

Sangue 

Carboxiemoglobina 

Ate 1% NF 8 

3,5 % NP 

E 

FJ + Ol 

Dimetilformamida 

8 

24 

Urina 

N-metilformamida 

- 

40 mg/g e 

CG ou CLAE 

FJ 

Dissulfeto de 
carbono 

16 

47 

Urina 

Acido 2-tio- 
triazolidina-4- 
carboxflico 

- 

5 mg/g e 

CG ou CLAE 

FJ 

Estireno 

78 

328 

Urina 

Urina 

Acido mandelico 
Acido fenilglioxflico 

- 

15 g/g e 
240 mg/g e 

CG ou CLAE 

FJ 

Etilbenzeno 

78 

340 

Urina 

Acido mandelico 

- 

15 g/g e 

CG ou CLAE 

FS 

Fenol 

4 

15 

Urina 

Fenol 

20 mg/g e 

250 mg/g e 

CG ou CLAE 

FJ + 01 

Fluor e fluoretos 

- 

- 

Urina 

Fluoreto 

Ate 0,5 mg/g e 

•k-k-k 

IS 

PP4 

Mercurio 

- 

0,04 

Urina 

Mercurio 

5^g/g e 

35 jug/g e 

EAA 

PU + T12 

Metanol 

156 

200 

Urina 

Metanol 

Ate 5 mg/L 

15 mg/L 

CG 

FJ + Ol 

Metil-etil-cetona 

155 

460 

Urina 

Metil-etil-cetona 

- 

2 mg/L 

CG 

FJ 

Monoxido de 
carbono 

39 

43 

Sangue 

Carboxiemoglobina 

Ate 1% NF 8 

3,5 % NF 8 

E 

FJ + Ol 

n-hexano 

- 

- 

Urina 

2,5-hexanodiona 

- 

5 mg/g e 

CG 

FJ 

Nitrobenzeno 

- 

- 

Sangue 

Metemoglobina 

Ate 2% 

5% 

E 

FJ + Ol 

Pentaclorofenol 

- 

- 

Urina 

Pentaclorofenol 

- 

2 mg/g e 

CG ou CLAE 

IFS 

Tetracloroetileno 

- 

- 

Urina 

Acido tricloro acetico 

- 

3,5 mg/L 

E 

IFS 

Tolueno 

78 

290 

Urina 

Acido hipurico 

Ate 1,5 g/g e 

2,5 g/g e 

CG ou CLAE 

FJ + Ol 

Tricloroetano 

275 

1480 

Urina 

Triclorocompostos 

totais h 

- 

40 mg/g e 

E 

FS 

Tricloroetileno 

78 

420 

Urina 

Triclorocompostos 

totais h 

- 

300 mg/g e 

E 

FS 

Xileno 

78 

340 

Urina 

Acido metil hipurico 

- 

15 g/g e 

CG ou CLAE 

FJ 


*Normas Regulamentadoras numeros 7 e 15; ** Forma de Arsina; a Indicador Biologico de Exposiqao; b Valor de Referenda da Normalidade; c Indice Biologico Maximo 
Permitido; d Metodologia indicada: CG = cromatografia gasosa; CLAE = cromatografia Ifquida de alta eficiencia; E = espectrofotometria ultravioleta/visfvel; EAA = 
espectrometria de absorqao atomica; EE = metodo espectrofotometrico enzimatico; HF = hematofluorimetria; IS = eletrodo ion seletivo 6 por grama de creatinina, unidade 
empregada para corrigir distorqoes devido a funqao renal do trabalhador que esta sendo avaliado; f em relaqao a atividade de pre-exposiqao; g Nao Fumantes; *** 3 mg/g 
no infcio da jornada de trabalho e 10 mg/g no final da jornada de trabalho; h Acido tricloroacetico e tricloroetanol; # Momento da coleta da amostra: FJ = final da jornada 
de trabalho (evitar o final da primeira jornada da semana); FS = final da jornada do ultimo dia da semana; IFS = infcio da ultima jornada da semana; PP4 = colher a pre e a 
pos-exposiqao na 4? jornada de trabalho da semana; PU = primeira urina da manha; NC = momento de amostragem nao crftico; T1 = iniciar a monitorizaqao a partir de urn 
mes de exposiqao; T6 = iniciar a monitorizaqao a partir de seis meses de exposiqao; T12 = iniciar a monitor izaqao a partir de 12 meses de exposiqao; Ol = pode-se fazer a 
diferenqa entre pre e pos-jornada de trabalho. 
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resume a forma de monitoramento prevista pela legislagao 
brasileira em vigor. 

■ COMPOSTOS METEMOGLOBINIZANTES 

A metemoglobina (metHb) e um indicador biologico 
de exposigao a uma variedade de agentes quimicos capazes 
de oxidar o ferro ferroso do grupamento prostetico da he- 
moglobina (Hb): o radical HEME. Esta Hb anormal, devido 
a presenga do ion ferrico, nao e capaz de transportar oxi- 
genio. A metHb e continuamente produzida nos eritroci- 
tos normais, mas ela e imediatamente reduzida pela enzima 
metHb-redutase na presen^a de NADPH, de modo que sua 
concentragao nos eritrocitos nao passe de 1%, sob condigoes 
anormais, como a deficiencia da G-6PD (glicose-6 fosfato- 
-desidrogenase), estresse oxidativo, administragao de cer- 
tos farmacos, e exposi^ao a algumas substancias quimicas, a 
metHb e produzida muito mais rapidamente e o organismo 
nao consegue reduzi-la na mesma velocidade. A Tabela 19.2 
apresenta a relagao de algumas substancias quimicas capazes 
de converter a hemoglobina em metHb, que podem estar 
presentes no local de trabalho, e, portanto, os trabalhadores 
devam ser monitorados quanto a esse parametro. 


Tabela 19.2 Substancias quimicas associadas com mete¬ 
moglobinemia. 

Farmacos 

Agentes quimicos ] 

Benzocama; Lidocama; 
Prilocaina 

Anilina, dimetilanilina, 
m-metilanilina, 
nitroanilinas, tolueno 
diamina 

Dapsona; Sulfonamida 

Nitrobenzeno 

Dinitrobenzenos 

Nitroclorobenzenos 

2-Nitropropano 

Tetranitrometano 

Dinitrotolueno 

Nitrotolueno 

Trinitrotolueno 

Nitrato de amila; Nitrito de 
isobutila; Nitrato de Prata 

Xilidinas 

Nitroglicerina; Oxido Nitrico 

Nitritos e Nitratos 

Primaquina 

Toluidinas 

Fenacetin a 

Oxido nitrico 

Metoclopramida 

Anisidina 


Fonte: Adaptada de Klaassen e Watkins, 2003; Oga et al., 2008. 

Os agentes metemoglobinizantes, quanto ao mecanismo 
de geragao da metHb sao divididos em tres grupos: 

a) Oxidantes diretos: os que oxidam diretamente o 
ferro da hemoglobina, como os cloratos, cromatos 
hexavalentes e sais de cobre. 


b) Oxidantes indiretos: os que levam a oxidagao 
do ferro da hemoglobina apos produzirem radicais 
livres que efetivamente foram a metHb, como os 
nitratos e nitritos. 

c) Oxidantes apos biotransforma^ao: sao os com- 
postos que se tornam metemoglobinizantes apos 
sofrerem rea^ao de biotransforma^ao, como e o caso 
dos amino e nitroderivados do benzeno. 

Ha outras causas nao quimicas de metemoglobinemia ou 
condigoes geneticas, apesar de serem raras, que podem aumen- 
tar a metemoglobinemia em trabalhadores ocupacionalmente 
expostos, sem, contudo, ter ocorrido uma exposigao tao gran¬ 
de, como por exemplo a deficiencia de metemoglobina NA- 
DH-redutase nos eritrocitos. Alem disso, a presenga de agentes 
metemoglobinizantes, como nitratos em agua para consumo 
humano ou em alguns alimentos, como embutidos, com ou 
sem a presenga de nitritos, apesar de que a metemoglobinemia 
nesses casos seja mais importante em criangas, sugere-se que 
no dia da coleta do exame o trabalhador se abstenha de ingerir 
alimentos que contenham nitratos e/ou nitritos como conser- 
vantes, por exemplo, embutidos e carnes vermelhas. 

Para a determinagao da metHb pode-se usar como anti- 
coagulante a heparina ou EDTA. As amostras de sangue de- 
verao ser coletadas ao final do ultimo dia da jornada semanal 
de trabalho. As amostras devem ser hemolisadas, e se a analise 
nao for realizada imediatamente as amostras devem ser es- 
tocadas em tampao fosfato pH 7,0, sob refrigeragao, por ate 
uma semana. 

■ BENZENO 

O benzeno e um liquido incolor, volatil, ponto de ebu- 
ligao 80,1 °C, inflamavel, lipossoluvel, e o seu uso como sol- 
vente e proibido no Brasil desde 1995, havendo exposigao 
ocupacional nas industrias quimica (sintese de diversos de- 
rivados do benzeno), petroquimica, de combustiveis e side- 
rurgica onde ha queima de carvao mineral. Sem mencionar 
a exposi^ao nao ocupacional atraves da poluigao do ar nas 
grandes cidades. 

A monitorizagao biologica da exposigao ocupacional 
ao benzeno pode ser feita usando-se como IBE o proprio 
benzeno (no ar expirado ou sangue); seus produtos de bio- 
transformagao analisados na urina: acido trans, transmuconico 
(AttM) e acido fenilmercapturico ou, ainda, um IBE de efei- 
to: a N 7 fenilguanina na urina. No Brasil se emprega o AttM 
urinario (AttM-U) como IBE. 

O acido sorbico, conservante de alimentos (queijos, 
carnes, peixe desidratado, vegetais em conserva, bebidas 
etc.), e tambem biotransformado em AttM, portanto, e in- 
teressante conhecer os habitos alimentares do trabalhador 
exposto que estiver sendo avaliado quanto a exposi^ao ao 
benzeno. Alem disso, a ingestao de alcool parece diminuir a 
excre^ao do benzeno na forma de AttM, e o habito de fu- 
mar esta positivamente correlacionado com a concentragao 
urinaria do AttM. 
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A portaria 34, de 20 de dezembro de 2001, define os 
pormenores de amostragem e tecnica para o monitoramento 
da exposi^ao ocupacional ao benzeno: 

As amostras de urina devem ser colhidas em coletores 
universais de plastico, de 50 mL, ao termino da jornada de 
trabalho, para jornadas de 6 a 8 horas diarias, coletar a urina 
a partir do 3- dia de exposigao. Os frascos devem ser imedia- 
tamente fechados e, quando necessario, podem ser estocados 
sob refrigeragao (—4 °C) por ate uma semana, porem o ideal 
e que tao logo a coleta seja feita o material seja imediatamen- 
te enviado ao laboratorio. Se, por algum motivo, a analise nao 
puder ser feita no prazo citado, a amostra podera ser congela- 
da (- 20 °C) por um tempo nao superior a trinta dias. 

A portaria 34 recomenda que a analise seja feita usando- 
-se o metodo preconizado por Ducos et al , podendo ser usadas 
modifica^oes como a sugerida por de Paula et al ., onde o AttM 
e extraido usando-se colunas de troca ionica e posteriormente 
identificado por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), 
empregando-se uma coluna de fase reversa. A temperatura da 
coluna e mantida em 40 °C e a fase movel constitui-se de acido 
acetico a 1% - metanol (90:10) e detecgao em UV a 264 nm. 

Deve-se medir ao mesmo tempo a concentra^ao urinaria 
de creatinina, e o resultado devera ser expresso em mg do 
AttM por grama creatinina (mg/g creatinina). 

Em pessoas nao ocupacionalmente expostas, a concen- 
tragao media de AttM-U e de 0,5 mg/g de creatinina, e nao 
existe um IBMP para o benzeno. Deve-se correlacionar a 
concentra^ao de AttM-U com a concentragao de benzeno 
no ar do ambiente de trabalho, como se pode verificar na 
Tabela 19.3. No Brasil a concentragao de benzeno no ar do 
ambiente de trabalho pode variar de 1 a 2,5 ppm de benzeno, 
dependendo do ramo de atividade da empresa. 


Tabela 19.3 Correla^ao entre a concentra^ao do benze¬ 
no no ar do ambiente de trabalho e a concentra^ao do 
AttM-U*. 


Benzeno no ar 


AttM-U 

ppm 

mg/m 3 

mg/L 

mg/g 

creatinina** 

1,0 

3,3 

2,0 

1,7 

2,0 

6,5 

3,0 

2,5 

4,0 

13,0 

5,0 

4,2 

6,0 

19,5 

7,0 

5,8 


*Adaptada da Portaria 34; **considerando uma concentra^ao media de 
creatinina de 1,2 g por litro de urina. 

Fonte: Portaria 34, de 20 de dezembro de 2001, Ministerio do Trabalho e 
do Emprego. 

O acido sorbico e o sorbato sao usados como conser- 
vantes alimentares e biotransformados em AttM, como men- 
cionado previamente, e estao presentes em bolos e massas em 
geral, de modo que antes da coleta de urina e interessante 


orientar os trabalhadores a nao consumir esses tipos de ali- 
mento no dia em que a coleta for realizada. 

■ TOLUENO 

O tolueno e um hidrocarboneto aromatico, incolor, volatil 
e desde que o benzeno nao e mais empregado como solvente, 
seu uso industrial no Brasil tornou-se muito mais amplo. E 
encontrado naturalmente no petroleo, esta presente na gasolina 
e em outros combustiveis, usado em sintese quimica e como 
mencionado, como solvente, esta presente na composi^ao de 
tintas, colas, polidores, desengordurantes e removedores. 

O controle da exposigao ocupacional e feito no Brasil 
medindo na urina do trabalhador exposto o principal produ- 
to da biotransformagao do tolueno que e o acido hipurico, 
entretanto outros indicadores tern sido propostos, como o 
orto- cresol e o proprio tolueno urinario. 

O acido hipurico (AH) e medido na urina atraves de 
cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia liquida de alta 
eficiencia (CLAE), metodos recomendados pela Norma Re- 
gulamentadora numero 7 do Ministerio do Trabalho. O AH 
e encontrado na urina tanto de pessoas expostas ao tolueno, 
como de nao expostas, ao passo que o ortocresol, tambem 
produzido durante a biotransforma^ao do tolueno, e en¬ 
contrado em concentragao significativa apenas naqueles que 
estiverem se expondo ao tolueno, portanto, esse indicador 
biologico seria mais sensivel que o acido hipurico. 

O benzoato de sodio usado como conservante e bio- 
transformado no organismo em acido hipurico, assim e inte¬ 
ressante orientar os trabalhadores a nao consumirem, no dia 
da coleta de urina, alimentos que possam conte-lo, como e o 
caso de sucos de frutas, margarina, conservas de frutas e vege- 
tais, xaropes e bebidas carbonatadas, e chimarrao. 

■ MONOXIDO DE CARBONO 

O monoxido de carbono (CO) e um gas incolor, inodoro, 
insipido, nao irritante, produzido pela combustao incompleta 
do carbono. A principal origem e a combustao de combustiveis 
fosseis (gasolina, diesel, querosene e carvao mineral). Tambem 
e encontrado em depositos de graos, como canola, onde, de¬ 
pendendo de algumas condigoes, pode chegar a concentragoes 
em torno de 400 ppm. A titulo de comparagao, a concentragao 
maxima permitida no ambiente de trabalho e de 39 ppm. 

O CO pode ser gerado durante a biotransformagao he- 
patica de algumas substancias, como e o caso do cloreto de 
metileno e do diclorometano, portanto a exposi^ao ocupa¬ 
cional a esses solventes pode ser causa de exposi^ao tambem 
ao CO. Esses solventes se depositam no tecido adiposo e a 
toxicidade do monoxido de carbono pode se manifestar dias 
apos a exposi^ao aos solventes. O CO e produzido durante 
a degradagao fisiologica do grupamento HEME (hemoglo- 
bina, citocromo-oxidase, mioglobina, peroxidase e catalase). 

A concentragao de CO no ar gira em torno de 10 ppm 
(11 mg/m 3 ), podendo ser maior em areas urbanas. No Brasil 
o limite de tolerancia ao gas, no ambiente de trabalho, e de 
39 ppm (43 mg/m 3 ). 
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A principal e mais conhecida agao toxica do CO e a sua 
capacidade em se ligar a hemoglobina, formando a carboxi-he- 
moglobina (HbCO), que nao e capaz de transportar oxigenio 
aos tecidos quando a quantidade de HbCO for muito grande, e 
podera haver hipoxia tecidual com consequente sofrimento ce- 
lular, necrose, e possivel morte do individuo. A exposigao cronica 
esta relacionada com anemia ou eritrocitose, cefaleia, alteragoes 
de comportamento e aceleragao do processo de aterosclerose 
pelo ataque e consequente resposta inflamatoria no endotelio 
dos vasos sanguineos. Por outro lado, baixas concentragoes de 
CO promovem vasodilatacao e melhora o fluxo sanguineo em 
vasos comprometidos com a aterosclerose. 

A HbCO e o indicador biologico de exposigao ao CO. A 
amostra biologica e sangue, onde alem desse indicador pode ser 
medido o proprio CO atraves de cromatografia gasosa. Nesse 
metodo o CO e reduzido a metano e este e detectado atraves da 
ionizagao de chama. O CO pode ser medido no ar expirado por 
carboximetria, equipamento com funcionamento semelhante 
ao etilometro (vulgar bafometro) ou por carboximetro de pulso, 
instrumento parecido com o oximetro, metodologia nao apro- 
vada para fins de fiscalizagao do Ministerio do Trabalho. 

A HbCO e medida por metodos espectrofotometricos, 
como o de Beutler e West, o qual tern o inconveniente de 
ser necessario preparar duas aliquotas de sangue, uma que 
devera ser saturada com oxigenio (100% de Hb0 2 ) e a outra 
com CO (100% de HbCO) para ser possivel determinar com 
maior precisao a taxa de HbCO. 

Os valores de referenda para a HbCO na populagao nao 
ocupacionalmente exposta e nao fumante, pelo metodo mais 
usado, e de 0,9 a 1,1%. Em pessoas fumantes esses niveis po- 
dem ser ate cinco vezes mais elevados, e a legislagao preve um 
IBMP de ate 3,5% para trabalhadores nao fumantes. 

■ compostos anticolinesterAsicos 

- ESTERES ORGANOFOSFORADOS E 
CARBAMATOS 

Estima-se que milhoes de agricultores sao intoxicados 
atualmente no mundo, e mais de 20 mil morrem em conse- 
quencia da exposigao ocupacional a agrotoxicos, a maioria 
em paises em desenvolvimento como o Brasil. 

Os inseticidas organofosforados (OrgP04) e carbamatos 
estao entre os agrotoxicos mais empregados atualmente na agri- 
cultura brasileira. A intoxicacao aguda e devida a inibicao das 
esterases, como a acetilcolinesterase (E.C 3.1.1.7 - AChE) e sao 
observados os sintomas devido a hiperestimulagao dos recepto- 
res nicotinicos e muscarinicos da acetilcolina. Por outro lado, a 
exposigao cronica a esses compostos, como a que ocorre com os 
trabalhadores ocupacionalmente expostos, esta relacionada com 
outros efeitos toxicos, por exemplo: carcinogenicidade, muta- 
genicidade, cardiotoxicidade, neurotoxicidade, ototoxicidade, 
infertilidade, podendo atravessar a barreira hematoplacentaria e 
afetar o desenvolvimento embrionario ou fetal. Depressao e an- 
siedade sao psicopatologias comuns em trabalhadores expostos 
a esses compostos. Em algumas regioes do Brasil a frequencia 


maior de suicidio ou de tentativas de suicidio pode estar correla- 
cionada ao uso de compostos desse grupo de inseticidas. 

Os compostos organofosforados inibem a AChE (tanto 
cerebral - bAChE como a eritrocitaria - rbcAChE) e a buti- 
rilcolinesterase (E.C. 3.1.1.8 - BChE), esta e mais abundante 
que as formas de AChE, e a BChE e inibida antes por com¬ 
postos como os organofosforados e carbamatos. Essas duas 
enzimas sao usadas como indicadores de exposigao aos inse¬ 
ticidas organofosforados e carbamatos. 

A BChE, no passado conhecida como pseudocolines- 
terase ou colinesterase do plasma (ou do soro), cuja fungao 
fisiologica nao esta bem esclarecida, talvez esteja relacionada 
com a desintoxica^ao de alguns compostos como a butirilco- 
lina. No controle da divisao celular de algumas celulas, ela hi- 
drolisa diversos esteres, alem da acetilcolina e da butirilcolina, 
a atividade enzimatica baixa nao significa apenas exposigao 
a agrotoxicos anticolinesterasicos, pois existem outras causas 
de atividade diminuida. Por outro lado, a atividade pode estar 
aumentada por outros fatores, como pode ser observado na 
Tabela 19.4. 


Tabela 19.4 Causas de atividade diminuida ou aumentada 
da butirilcolinesterase. 

Causas de atividade diminuida 

Tipo 

Condigao 

Genetica 

Variantes da BChE: alelos atipicos 
(A), resistente ao fluoreto 

Variagao fisiologica 

Apos a 1 CP semana de gestagao, 
recem-natos e criangas 

Causas adquiridas 

Hepatopatias 

Queimados 

Doengas infecciosas 

Cancer de prostata 

latrogenicas 

Inseticidas organofosforados e 
carbamatos 

Propranolol 

Terapia com estrogenios 
Clorpromazina 

Terapia com anticolinesterasicos 

Dietetica 

Dieta rica em solanaceas (batata, 
berinjela, pimentao, tomate) 

Causas de atividade aumentada 

Tipo 

Condigao 

Fisiopatologica 

Hipercolesterolemia, 

Sindrome metabolica 

Sindrome nefrotica 

Diabetes mellitus do tipo II 


Fonte: Adaptata de Lockridge, 2015. 
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Em geral, o agricultor exposto aos compostos organo- 
fosforados e/ou carbamatos trabalha e reside a uma certa dis- 
tancia dos laboratories de referenda, onde as condigoes para 
medir com precisao as atividades da BChE e/ou da AChE sao 
mais adequadas. Por esta razao, nao raramente as amostras de 
sangue devem ser transportadas congeladas. Outra alternativa 
e o uso de metodos mais simples para medir a atividade da 
BChE, que nao dependam de equipamento muito sensivel 
para ser transportado em estradas rurais, como e o caso dos 
metodos baseados na metodologia proposta por Ellman em 
1959, dentre eles o metodo descrito em 1973 por Dietz e 
cols., no qual um equipamento mais rustico como um fo- 
tocolorimetro pode ser empregado. Existem disponiveis no 
mercado kits que usam esse procedimento. 

A espectrofotometria UV e a mais recomendada, ten- 
do em vista sua sensibilidade e precisao, embora essa tecnica 
dificilmente podera ser realizada em local proximo do tra- 
balhador. 

Para verificar a atividade da rbcAChE, a amostra tambem 
e sangue e pode ser usado o sangue total e medir a atividade 
das duas enzimas ao mesmo tempo ou apenas os eritrocitos, 
e deste modo medir exclusivamente a atividade da rbcAChE. 
Os metodos mais usados sao baseados no mesmo principio 
do teste de Ellman. 

Independentemente da enzima escolhida para a avaliagao 
da exposigao ocupacional a inseticidas organofosforados e/ 
ou carbamatos, devem ser coletadas duas amostras de san¬ 
gue: a primeira, antes do inicio do trabalho e consequente 
exposi^ao; e a segunda ao final da jornada de trabalho (pos- 
-exposi^ao). Havera uma redugao da atividade em relagao 
a pre-exposigao, que nao pode ser maior que 50% para a 
BChE, 30% para a rbcAChE, ou 25% se forem empregadas 
as duas enzimas. 

A atividade das enzimas usadas como IBEs dos com¬ 
postos anticolinesterasicos podera estar mais baixa nos tra- 
balhadores que apresentem variantes geneticos de uma outra 
enzima, a paraoxonase-1 (PON-1), responsavel pela hidrolise 
de alguns compostos organofosforados no plasma sanguineo, 
a qual tambem deve ser avaliada. 

■ CHUMBO 

Os trabalhadores estao expostos ao chumbo em varias 
atividades, tais como: montagem e manutengao de mo tores 
de veiculos automotores, fundigoes, fabricagao e retifica de 
baterias automotivas, nas industrias belica, metalurgica, qui- 
mica, de tintas e pigmentos, extrativa e ceramica. 

Dentre os IBEs existentes para o controle da exposigao 
ocupacional ao chumbo podem ser citados: chumbo sangui¬ 
neo (Pb-S), acido S-aminolevolinico urinario (ALA-U) e 
zincoprotoporfirina (ZPP-S). 

O IBE mais usado e o Pb-S. O metal, durante sua distri- 
buigao, se encontra parte ligado aos eritrocitos e parte livre 
no plasma. Por esta razao, a amostra e de sangue total. O metal 
e medido por espectrometria de absor^ao atomica em forno 
de grafite. 


O IBMP para o chumbo sanguineo e de ate 60 pg/dL, 
entretanto niveis de acima de 40 pg/dL podem provocar da- 
nos subclinicos, que ja deveriam ser considerados.A legislagao 
que trata do controle da exposi^ao ocupacional - a NR-7 - 
considera que mesmo que o IBMP nao seja ultrapassado, a 
saude do trabalhador esta sob risco, pois o chumbo, ainda de 
acordo com a norma, pode estar associado a um efeito ou a 
uma disfun^ao do sistema biologico avaliado. 

A coleta da amostra pode ser feita em qualquer dia e 
horario, desde que o trabalhador esteja em trabalho conti- 
nuo nas ultimas quatro semanas, sem afastamento por mais 
de quatro dias, e a monitorizagao deve come^ar apos um mes 
de exposi^ao. 

Pode ocorrer exposi^ao nao ocupacional ao chumbo, 
a que o trabalhador tambem pode estar exposto, tais como: 
ingestao de bebidas alcoolicas (vinhos e destilados, uso de 
tintura de cabelo, tabagismo, que devem ser levadas em con- 
sideragao quando da interpreta^ao dos resultados. 

O acido S-aminolevulinico (ALA) e o primeiro precur¬ 
sor da sintese do heme (Figura 19.1). O chumbo, durante 
exposi^ao cronica, inibe algumas enzimas dessa sintese, como 
a ALA-desidratase (ALA-D) provocando o aumento da con- 
centragao de ALA no sangue, e consequentemente na uri- 
na, constituindo-se em um IBE de efeito para o chumbo. A 
ALA-D e uma enzima polimorfica, ou seja, na populagao sao 
encontrados individuos que apresentam atividade enzimatica 
mais elevada, e outros com atividade diminuida, mais susceti- 
vel aos efeitos nocivos do chumbo, podendo apresentar maior 
concentragao de ALA na urina, embora isso nao signifique 
que o individuo esteja sob exposigao excessiva ao chumbo. 

Para determinagao do ALA-U existem desde meto¬ 
dos espectrofotometricos ate cromatograficos. Os metodos 
espectrofotometricos medem tanto o ALA como outras 
aminocetonas, e por isso tendem a apresentar valores mais 
elevados de ALA, principalmente nas amostras com concen¬ 
trates menores de 5 mg/L. 

A legisla^ao pertinente, a NR-7, recomenda que o exa- 
me seja feito por metodo espectrofotometrico, e a amostra- 
gem deve ser feita em qualquer dia e horario, desde que o 
trabalhador esteja em trabalho continuo nas ultimas quatro 
semanas, sem afastamento maior que quatro dias. No caso 
especifico do ALA-U, recomenda-se que a coleta seja feita 
apos pelo menos um mes de exposigao. 

O metodo mais empregado primeiramente condensa o 
ALA pelo acetoacetato de etila e o produto dessa condensa- 
£ao e extraido com acetato de etila. Esse produto e colori- 
metricamente determinado, tratando o acetato de etila com o 
reativo de Erlich (p-dimetilaminobenzaldeido). 

O ALA e mais estavel em urina acida, assim se o exame 
nao for realizado imediatamente apos a coleta, o pH urinario 
devera ser ajustado entre 4,0 a 4,5 com uma solugao de acido 
acetico 8 M (10 mL/L de urina). Alem disso, o ALA e fotos- 
sensivel, e portanto e recomendavel que a coleta de urina seja 
feita em frasco ambar. 

Trabalhadores tabagistas podem apresentar niveis de 
ALA-U discretamente aumentados devido a presenga de 
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Mitocondria 
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Figura 19.1 Sintese do HEME* no tecido hematopoietico que sofre interference durante exposi^ao cronica ao chumbo. *ALA = acido 
d-aminolevulinico; ALA-S =acido d -aminolevulinico sintetase; ALA-D = acido d-aminolevulinico desidratase; PBG-D = porfobilinogenio 
desaminase; URO-S = uroporfirinogenio sintetase; URO-D = uroporfirinogenio descarboxilase; CP-O = coproporfirinogenio oxidase; 
PP-O = protoporfirinogenio IX oxidase; Fe-CH = ferro quelatase; o Pb ao inibir essa ultima enzima provoca a forma^ao da zincoprotoporfi- 
rina. Os precursores do HEME ou enzimas que podem ser usadas como indicadores de exposi^ao ao chumbo estao evidenciadas em negrito. 
Fonte: Adaptada de Ajioka et ai, 2006 e Dal Molin et ai, 2006. 


chumbo nos cigarros. Por outro lado, a deficiencia de vita- 
mina B6, por participar do passo inicial da sintese do heme, 
pode provocar niveis mais baixos de ALA-U. 

Outro indicador para avaliagao da exposi^ao ocupacional 
ao chumbo e a zincoprotoporfirina (ZPP - ou protoporfirina 
zinfigco ). Durante a sintese do HEME (Figura 19.1) no tecido 
hematopoietico, o chumbo inibe varias enzimas, dentre elas a 
ferro quelatase, havendo acumulo de protoporfirina IX e sua 
consequente quelagao com o zinco. 

A ZPP correlaciona-se com a concentra^ao sanguinea 
de chumbo, entretanto, niveis elevados de ZPP podem ser 
tambem observados em pessoas com baixas concentrates de 
hemoglobina e/ou naquelas com anemia ferropriva. 

Tres procedimentos analiticos para a determinagao de 
ZPP em amostras de sangue sao mais comumente utilizados: 
extragao acida, extra^ao neutra com solventes, e hematofluo- 
rimetria. Na extragao acida, o zinco e liberado da ZPP pro- 
duzindo protoporfirina livre, que e medida por fluorimetria 
ou absortividade. Na extragao com solvente neutro (ou com 
o emprego de acido organico fraco), a ZPP e extraida por 
CLAE e a ZPP e medida por fluorimetria. A hematofluori- 
metria e o metodo que detecta a fluorescencia emitida pelos 
eritrocitos, que contem ZPP. Este ultimo metodo e rapido e 
a amostra nao necessita de tratamento previo. Uma gota de 
sangue, como a obtida por pungao digital, pode ser emprega- 
da (medigao sendo feita no local de coleta). 

A concentragao de ZPP medida por fluorimetria pode estar 
falsamente aumentada devido a influencia de alguns farmacos, 
como por exemplo: amoxiciclina, doxiciclina, doxorrubicina, 
extrato de Gingko biloba, metotrexato e succinato ferroso. Con¬ 
centrates niais elevadas de bilirrubinas e riboflavina tambem 
podem provocar o mesmo efeito, e tais interferencias podem ser 
eliminadas pela lavagem dos eritrocitos antes do exame. 
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Monitoramento Terapeutico 


■ INTRODUgAO 

Monitoramento terapeutico (MT) pode ser definido 
como o uso do monitoramento dos farmacos ou de seus me- 
tabolitos nos fluidos corporais como ferramenta auxiliar a 
terapia. Envolve a dosagem dos niveis do farmaco e a inter- 
pretagao dos seus resultados, de modo a assegurar o beneficio 
clinico desse instrumento. 

Um principio fundamental da farmacologia clinica e que 
os efeitos dos farmacos sao causados pela sua concentragao 
no local de agao - nao pela sua dose. Essa concentragao nao 
pode ser medida de forma rotineira, porem a concentragao 
dos farmacos no sangue ou plasma, a qual e mais facilmente 
determinada, pode se correlacionar melhor com os efeitos 
terapeuticos ou toxicos do que a dose administrada. Para far¬ 
macos que a medida da concentragao sanguinea ou plasmati- 
ca representa de forma adequada a concentragao no local de 
agao, particularmente nos casos em que nao ha uma forma 
simples ou sensivel de medir o efeito, e indicado o MT. 

O intervalo ou faixa terapeutica representa a relagao en- 
tre a concentragao minima efetiva e a concentragao toxica 
minima de um farmaco. O MT e comumente recomendado 
para otimizar o tratamento com diversos medicamentos, per- 
mitindo que seja realizado seu ajuste de doses a fim de atingir 
o intervalo terapeutico e, desse modo, a resposta terapeutica 
otima, reduzindo o risco da ocorrencia de reagoes adversas 
ou de niveis subterapeuticos. 

Porem, para que o MT tenha utilidade, os seguintes cri- 
terios devem ser atendidos: 

■ o intervalo terapeutico deve ter sido previamente 
estabelecido; 

■ ha baixa correlagao entre a dose administrada e a con¬ 
centragao sanguinea ou plasmatica; 

■ o farmaco possui pequena variabilidade intrapaciente no 
estado de equilibrio. 

Indicaqoes para realizapao de MT 

A determinagao dos niveis sanguineos dos farmacos en¬ 
volve um investimento, por isso a necessidade da realizagao 
do MT deve ser bem justificada. De modo geral, ele e reco¬ 


mendado nos casos em que os resultados apresentarao impac- 

to clinico significativo, como as situagoes a seguir: 

■ Ajuste de dose de farmacos cuja resposta nao pode 
ser rapidamente avaliada clinicamente, como uso de 
antimicrobianos, imunossupressores, anticonvulsi- 
vantes, tuberculostaticos e antirretrovirais. No caso 
de antimicrobianos, antimicoticos e antivirais, o MT 
tambem contribui para reduzir o desenvolvimento de 
resistencia. 

■ Uso de farmacos que apresentam ampla variagao farma- 
cocinetica interindividual, com consequente dificuldade 
para prever a concentragao com base na dose adminis¬ 
trada ou ajustar a dose com base na resposta, pois o efei¬ 
to clinico desejado e dificil de avaliar clinicamente ou 
por parametros laboratoriais de rotina. 

■ Emprego de farmacos com pequeno intervalo terapeuti¬ 
co, como lido e digoxina. 

■ Prevengao de efeitos adversos ou de toxicidade, caso dos 
aminoglicosideos, aumentando a eficacia do tratamento. 
Com a redugao dos efeitos adversos, ha tambem, dimi- 
nuigao de custos por parte do sistema de saude. 

■ Muitas vezes, uma intoxicagao pode ser diagnosticada 
clinicamente, porem, efeitos adversos como letargia, 
anorexia e diarreia sao inespecificos, e pode ser dificil 
definir a relagao causa-efeito. O MT pode ser util para 
identificar se esses sintomas estao relacionados ao farma¬ 
co dosado ou a outras causas. 

■ Avaliar a nao adesao ao tratamento, apesar de esta nao 
ser a indicagao primaria do MT. 

■ No uso de polifarmacia podem ocorrer interagoes 
medicamentosas que afetem os niveis sanguineos dos 
farmacos. O MT contribui para identificar se ha necessi¬ 
dade de ajuste de dose dos farmacos envolvidos. 

■ Pacientes nos quais a farmacocinetica nao esta bem 
estudada, como aqueles com doengas terminais, co- 
morbidades importantes, idosos e criangas ou pacien¬ 
tes nos extremos do tamanho corporal. No caso de 
idosos, o envelhecimento esta associado a redugao da 
filtragao glomerular e da atividade de enzimas respon- 
saveis pela biotransformagao, reduzindo a eliminagao 
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dos farmacos. Pacientes com cancer podem apresen- 
tar flutuagoes nas fungoes renal e hepatica durante 
a patologia e seu tratamento. Nesses pacientes pode 
haver alteragoes da farmacocinetica, que resultem em 
aumento ou redugao da elimina^ao, assim como do 
volume de distribuigao, tornando dificil prever a ex- 
posi^ao ao farmaco. 

■ Para orientar a terapia farmacologica em gestantes, nas 
quais as altera^oes fisiologicas podem levar a alteragoes 
farmacocineticas, que resultam em dificuldade para pre¬ 
ver a dose apropriada de um farmaco. Porem, e impor- 
tante destacar que os intervalos terapeuticos, na maior 
parte dos casos, foram estabelecidos em populates que 
nao incluiam gestantes. 

No entanto, o MT so deve ser realizado quando metodos 
de analise exatos, precisos e especificos estiverem disponiveis, 
a um custo razoavel, e em tempo adequado para disponibi- 
lizar os resultados, de forma a permitir sua aplica^ao cbnica 
quando niveis muito altos ou baixos do farmaco forem iden- 
tificados. 

Amostras empregadas 

Plasma ou soro sao as amostras preferenciais para realizar 
MT, apesar de necessitarem de coleta especializada. Alguns 
farmacos, como os imunossupressores, estao concentrados 
nos eritrocitos e, por isso, sangue total, coletado com o an- 
ticoagulante apropriado, e mais adequado para a realizagao 
das dosagens. Quando barreiras a base de gel separador sao 
empregadas, deve ser observado se seu uso nao causa interfe- 
rencia nos resultados. 

O fluido oral e uma matriz interessante, pois sua coleta 
nao e invasiva e apenas a fragao livre do farmaco esta presente. 
No entanto, o MT em fluido oral ainda apresenta aplicagao 
limitada, pois e importante assegurar-se de que a concentra- 
gao fluido oral/plasma e constante, e nao e afetada pelo pH 
e fluxo salivar. 

Amostras de sangue seco, coletadas com lanceta e trans- 
feridas para um papel de filtro a partir de sangue de um dedo, 
sao uma alternativa a pungao venosa.Tem como vantagens o 
fato de sua coleta ser menos invasiva e o volume necessario 
ser menor. Sao indicadas para MT em portadores de doengas 
infecciosas, como tuberculose e HIV, pacientes acamados ou 
para hospitais sem infraestrutura bioanalitica avangada, pois 
o armazenamento da amostra e a temperatura ambiente e o 
transporte nao envolve risco biologico. No entanto, ainda sao 
poucos os laboratories que dispoem de metodos para realizar 
analise com esse tipo de amostra. 

Coleta de amostras 

O estado de equibbrio ou estado estacionario ocor- 
re quando a taxa de absorgao do farmaco equivale a sua 
taxa de eliminagao no intervalo de doses, e a concentragao 
plasmatica geralmente e proporcional a concentragao nos 


receptores. Geralmente sao necessarias pelo menos quatro 
meias-vidas de eliminagao para atingir o estado de equi¬ 
bbrio. Para que uma amostra de sangue seja considerada 
adequada para o MT e essencial que ela tenha sido coletada 
apos o estado de equibbrio haver sido atingido, a menos 
que haja preocupagao quanto a presenga de toxicidade. Na 
pratica, aguarda-se no minimo cinco meias-vidas de tempo 
de tratamento para a coleta de sangue de pacientes que ne- 
cessitam MT (Figura 20.1). 


ID ID ID ID ID ID ID ID 



Figura 20.1 Representa^ao da concentra^ao sanguinea de farmaco 
administrado de forma regular. ID: intervalo de doses. D: adminis- 
tra^ao de dose. 

Fonte: Santos SRCJ, 2008. 

Outra questao importante em relagao a coleta da amos¬ 
tra de sangue e que a mesma deve ser realizada em um 
momento defmido em relagao a ultima administragao do 
farmaco, uma vez que ocorrem alteragoes na concentragao 
do farmaco ao longo do intervalo de doses. O ponto menos 
sujeito a variagoes no intervalo de doses e aquele imediata- 
mente antes da proxima dose, chamado concentragao pre- 
-dose, concentragao residual ou vale, o qual e comumente 
indicado pela facilidade para sua identifica^ao. E importan¬ 
te observar o horario exato para realizagao da coleta, pois 
quando a pungao ocorre mais de 30 minutos antes da pro¬ 
xima dose podem ocorrer erros na interpretagao dos resul¬ 
tados, por isso, e indispensavel o treinamento da equipe de 
enfermagem e de flebotomistas para que a coleta ocorra no 
momento indicado. 

Para farmacos com meia-vida longa, as amostras podem 
ser coletadas a qualquer momento do intervalo de doses, 
pois ha pequena variagao em sua concentra^ao ao longo 
desse periodo. Alguns antibioticos, como os aminoglicosi- 
deos, precisam ser dosados no pico (concentra^ao sanguinea 
maxima). Nesse caso, a concentragao determinada reflete a 
dose do farmaco que foi administrada, enquanto os niveis 
dosados no vale refletem o acumulo do farmaco no orga- 
nismo (Quadro 20.1). 

Metodos de analise 

A escolha do metodo de analise laboratorial para deter- 
minado farmaco ou situagao cbnica depende da equipe e dos 
equipamentos disponiveis, bem como da natureza do servigo. 
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Quadro 20.1 Intervalo terapeutico, momento indicado para coleta e ligapao a protefnas plasmaticas de farmacos 
frequentemente submetidos a MT. 

Farmaco 

Momento para 
coleta 

Intervalo 

terapeutico 

Ligapao a 
protefnas 
plasmaticas (%) 

Observagoes 

Carbamazepina 

Vale 

4-12 ug/mL 

70 a 90 


Fenitoina 

Preferencial- 
mente Vale 

10-20 ug/mL 

90 a 95 

Em pacientes portadores de 
insuficiencia renal os metabolitos da 
fenitoina podem desloca-la de sua 
ligapao a protefnas plasmaticas. 

Nfveis terapeuticos na saliva: 1-2 mg/L 

Fenobarbital 

2 a 4h apos 
administrapao 

20-40 ug/mL 

30 a 45 


Acido valproico 

Vale 

50-100 ug/mL 

93 


Digoxina 

6 a 8h apos 
administrapao 
do farmaco 

0,8-2,0 ng/mL 

25 


Amicacina 

Vale 

Pico: 1 h apos 
administrapao 

Vale: 1 -4 ug/mL 

Pico: 1 5-25 ug/mL 

5 


Cloranfenicol 

Vale 

Pico: 1 h apos 
administrapao 

Vale: 5-10 mg/L; 

Pico: 10-20 mg/L; 
Infusao continua: 

5-15 mg/L; 

53 


Gentamicina 

Pico: 1 h apos o 
inicio de infusao 
de 30 minutos 

Vale: 0,1-2 mg/L 

Pico: 7-1 5 mg/L 

5 


Vancomicina 

Vale 

Pico: 1 h apos 
administrapao 

Vale: 8-15 mg/L 

Pico: 20-40 mg/L 

<10 


Lftio 

Vale 

0,6-1,4 rmEql/L 

0 


Ciclosporina 

Vale 

0,1 -0,4 p/g/L 

90 a 98 

Sangue total (coleta com EDTA) 

Aproximadamente 50% ligada aos 
eritrocitos 

Acido 

micofenolico 

Vale 

1 -3 mg/L 

97 


Sirolimus 

Vale 

1-3 meses apos o 
transplante V 

ale: 7-10 p/g/L 
Manutenpao: 

Vale: 5-7 p/g/L 

97 

Sangue total (coleta com EDTA) 

Tacrolimus 

Vale 

3-10 p/g/L 

85 

Sangue total (coleta com EDTA) 

Teofilina 


Adultos: 5-20 mg/L 
Neonatos: 5-10 mg/L 

40 



Fonte: Uges DRA; et oi, 2008. Roberts JA; et oi, 2012. Swartling M; et oi, 2012. 
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Os imunoensaios sao amplamente empregados em MT. 
Sao metodos tecnicamente simples, passiveis de automagao, 
realizados em equipamentos frequentemente disponiveis em 
laboratorios clinicos, e em geral empregam de 5 a 10 uL de 
amostra. Alem disso, a maior parte dos farmacos pode ser ana- 
lisada diretamente em soro ou plasma, sem necessidade de 
pre-tratamento previo. Sua maior desvantagem e a menor 
especificidade, pois pode haver interferencia de componentes 
endogenos ou de metabolitos e compostos estruturalmente 
relacionados ao farmaco. Algumas vezes, mesmo um farmaco 
nao relacionado estruturalmente tambem pode interferir no 
resultado. 

Quando diversos farmacos sao empregados simulta- 
neamente ou ha necessidade de quantificar o farmaco e 
seus metabolitos ativos separadamente, tecnicas cromato- 
graficas, acopladas ou nao a espectrometria, sao indicadas. 
Em comparagao aos imunoensaios, essas tecnicas sao mais 
demoradas e relativamente caras, exigindo mao de obra 
especializada. Alem disso, o volume de amostra necessario 
geralmente e maior e seu preparo e laborioso, pois po- 
dem ser necessarias etapas como precipitagao de proteinas, 
extra^ao ou derivatiza^ao previas. Tecnicas como croma- 
tografia liquida de alta eficiencia (CLAE), cromatografia 
liquida acoplada a espectrometria de massas (CL/EM) ou 
sequencial (CL/EM/EM) sao mais sensiveis e especificas, 
sendo a CL/EM/EM considerada o padrao-ouro. No en- 
tanto, como tambem podem sofrer interferencia, devem 
ser cuidadosamente avaliadas. Sao as tecnicas desenvolvidas 
e validadas. 

Interferentes e interpreta<;ao dos resultados 

Apenas a fragao livre dos farmacos interage com os 
receptores e produz resposta terapeutica, e esta pode ser 
afetada por fatores como concentra^ao serica de albumina, 
deslocamento por interagao com outros farmacos e insu- 
ficiencia renal. Por isso, a identifica^ao da presenga dessas 
situagoes e importante para farmacos com alta liga^ao a 
proteinas plasmaticas, pois, usualmente, as fra^oes livre e 
ligada sao dosadas conjuntamente. No caso do MT de um 
farmaco com alta liga^ao a proteinas plasmaticas, se nao 
for percebido que o paciente apresenta niveis reduzidos de 
proteinas plasmaticas, a concentra^ao livre provavelmente 
sera subestimada. Logo, em algumas situates, a determi- 
nagao da fragao plasmatica livre e importante, pois a quan- 
tidade de farmaco disponivel para atingir o local de a^ao 
sera maior do que a esperada. As tecnicas mais empregadas 
para separar a fragao livre da ligada sao a ultracentrifuga- 
gao e a ultrafiltragao, porem a fra^ao livre poucas vezes e 
determinada na pratica clinica, e a maior parte dos meto¬ 
dos para dosar farmacos mede a concentragao total do far¬ 
maco (fra^ao livre e fragao ligada a proteinas plasmaticas). 
Outra op^ao para reduzir o impacto deste interferente na 
interpreta^ao dos resultados, quando houver altera^ao nos 
niveis das proteinas plasmaticas e o farmaco possuir alta 
liga^ao a proteinas plasmaticas, e calcular a concentra^ao 


normalizada com base na concentra^ao total do farmaco 
e no nivel de albumina serica. Neste caso, a concentragao 
normalizada fornecera uma interpretagao mais adequada 
da concentra^ao medida. 

O intervalo terapeutico descreve um intervalo de con- 
centragao associado com uma probabilidade razoavel de 
eficacia sem toxicidade excessiva para a maior parte dos 
pacientes. Porem, a reatividade cruzada, seletividade e sen- 
sibilidade dos imunoensaios pode variar entre diferentes 
fabricantes, mesmo para a mesma tecnica. Diversos imu¬ 
noensaios com diferentes principios estao disponiveis para 
a determinagao da concentragao de farmacos em amostras 
biologicas. Alguns testes sao novos ou sofreram importantes 
melhorias, outros sao baseados em metodos classicos. No 
entanto, como a automagao laboratorial sofre melhoramen- 
tos continuos por meio de novos sistemas analiticos, os rea- 
gentes tambem sao adaptados para as novas plataformas. O 
fato de o principio do metodo ser o mesmo nao exclui a 
necessidade de validar um novo metodo ou instrumento 
antes de adota-lo no laboratorio. Por isso, intervalos tera- 
peuticos validados devem acompanhar os resultados emiti- 
dos pelos laboratorios clinicos para evitar erros e auxiliar os 
clinicos a prescrever de forma segura e efetiva. 

Devido a reatividade cruzada com metabolitos ativos 
ou inativos, os imunoensaios geralmente superestimam a 
concentragao de farmacos. Essas diferengas nao afetam sua 
utilidade clinica, mas conferem variabilidade as concentra¬ 
tes registradas e aos intervalos considerados terapeuticos. 
Metabolitos ativos, como carbamazepina-10,1 l-epoxido 
podem contribuir para a resposta terapeutica, mas nao sao 
rotineiramente medidos separadamente. Para a maior parte 
dos pacientes com fungao renal normal, a concentragao do 
metabolito epoxido no estado de equilibrio e 15% a 20% 
da concentragao total de carbamazepina. A proporgao deste 
metabolito pode ser significativamente maior em pacien¬ 
tes com intoxicates P or cbz, em pacientes com insufi- 
ciencia renal ou em casos de coadministragao de farmacos 
como acido valproico. Nesses pacientes, a concentragao 
total de carbamazepina pode estar no intervalo terapeu¬ 
tico recomendado, mas esses pacientes podem apresentar 
toxicidade relacionada a dose devido a uma dose elevada 
do epoxido, que nao foi detectada pelo imunoensaio, e a 
reatividade cruzada do epoxido pode variar de 0% a 94%, 
dependendo do fabricante do imunoensaio. Para dosar 
separadamente as concentrates bo epoxido e necessa¬ 
rio empregar tecnicas cromatograficas acopladas ou nao a 
espectrometria. 

Os resultados de alguns imunoensaios para dosagem de 
ciclosporina e tacrolimus sofrem interferencia de fatores reu- 
matoides e de anticorpos heterociclicos endogenos, poden- 
do haver tambem resultados falso-positivos para tacrolimus 
em pacientes com valores baixos de hematocrito, alem de 
diferengas da interferencia do hematocrito no resultado, de 
acordo com o fabricante do kit. Alguns imunoensaios para 
digoxina sao afetados por fatores endogenos, como niveis 
elevados de substancias endogenas imunorreativas tipo digo- 
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xina e coadministragao de espironolactona, um diuretico fre- 
quentemente associado a digoxina, usado em pacientes com 
insuficiencia cardiaca congestiva. Esta pode ser a causa de re- 
sultados discordantes quando a mesma amostra e submetida a 
dosagem de digoxina por imunoensaios diferentes. 

Para maior confiabilidade e utilidade dos resultados do 
MT e fundamental que os laboratories tenham bem-defi- 
nidos protocolos para coleta e armazenamento das amostras, 
fagam uso de padroes e calibradores, alem de aderirem as 
boas praticas laboratoriais. Mesmo assim, concentrates de 
farmacos precisam ser interpretadas no contexto da clinica 
do paciente. Para adequado uso do MT, devem ser consi- 
deradas algumas informates basicas para interpretagao dos 
resultados, as quais incluem o momento da coleta da amostra, 
o momento da ultima administragao do farmaco, o regime 
de doses e o motivo da indica^ao de MT. Por isso, antes de 
realizar o ajuste de dose, e importante considerar se a amostra 
foi coletada no momento correto em relagao a ultima dose 
administrada, se o estado de equilibrio foi atingido, e se o 
paciente aderiu ao tratamento. 

■ PERSPECTIVAS PARA INDIVIDUALIZAgAO 
DO REGIME TERAPEUTICO 

Ha tres formas para individualizar a terapia farmacolo- 
gica. A primeira e por meio do MT, quando busca-se elimi- 
nar as diferengas farmacocineticas. A segunda, por meio da 
determinagao da relagao tempo versus efeito biologico no 
local de a^ao ou farmacodinamica (FD). A farmacodinamica, 
medida em paralelo com a farmacocinetica, pode fornecer 
informates adicionais ao clinico. Por exemplo, no caso de 
imunossupressores, poderiam ser realizadas duas abordagens 
para monitoramento farmacodinamico: monitoramento en- 
zimatico por meio da medida da enzima-alvo do farmaco, 
caso da determinagao de monitoramento da atividade de 
IMDPH (inosina monofosfato desidrogenase), um biomar- 
cador farmacodinamico do acido micofenolico, ou moni¬ 
toramento imunologico atraves de respostas imunologicas 
simuladas ex-vivo. No entanto, ate o momento sao raros os 
metodos farmacodinamicos amplamente investigados dispo- 
niveis para uso na pratica clinica. Por ultimo, ha a farmaco- 
genetica, a qual possui grande potencial para individualizar a 
terapia medicamentosa. Ela permite determinar o perfil do 
paciente antes mesmo de o tratamento ter inicio, e e cons- 
tante durante todo o seu ciclo vital. A defmigao do perfil 
farmacogenetico de farmacos inibidores da calcineurina (ci- 
closporina e tacrolimus) vem sendo usada em alguns paises 
como uma extensao da farmacocinetica para prever o perfil 
farmacocinetico dos pacientes e permitir que os niveis tera- 
peuticos sejam atingidos mais rapidamente. Porem, uma das 
maiores limitagoes do seu uso e a grande variedade possivel 
de pohmorfismos geneticos. 

Combinar MT e FD, farmacogenetica e MT, ou farma- 
cogenetica e FD, oferecera uma melhor forma de individua¬ 
lizar a terapia. A melhor op^ao, no entanto, dependent ainda 


de cada caso e do avango da ciencia. Ate o momento, a rotina 
do MT e preponderante. 

■ CONSIDERAgOES FINAIS 

O MT contribui para aumentar a eficacia e reduzir a 
toxicidade dos farmacos, bem como diminuir os custos as- 
sociados ao tratamento dos efeitos adversos. E importante 
ressaltar que o MT nao se restringe a dosagem dos niveis san- 
guineos dos farmacos, pois a individualizagao das doses possui 
dois elementos: a escolha da concentragao-alvo e a defmi- 
gao de uma estrategia de interven^ao. Os niveis sanguineos 
dos farmacos serao usados para realizar a intervengao, ou seja, 
individualizar as doses. Logo, fica claro que o MT envolve 
conhecimentos de farmacocinetica, definipao de estrategias 
para coleta das amostras, determinagao de uma ou mais con¬ 
centrates por meio de metodos de analise adequados, e a 
interpretagao adequada dos resultados. 
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Imunidade Celular 


■ INTRODU^AO 

Imunologia e a ciencia que estuda os eventos que ocor- 
rem quando o organismo entra em contato com micror- 
ganismos ou outras moleculas capazes de induzir resposta 
imune. Desde Edward Jenner, pioneiro nos estudos de vaci- 
nagao no seculo XVIII, o estudo do sistema imune contribui 
com o desenvolvimento de vacinas e tratamentos para diver- 
sas doengas, alem de importantes ferramentas que permitem 
o diagnostico clmico laboratorial. 

A imunidade pode ser didaticamente dividida em inata 
e adaptativa. A imunidade inata e a primeira linha de defesa 
dos individuos contra patogenos, e as celulas envolvidas nessa 
resposta sao: neutrofilos, eosinofilos, basofilos, macrofagos e 
celulas dendriticas, as quais tern fungoes fagociticas e de se- 
cregao de substancias microbicidas, ao passo que a imunidade 
adaptativa consiste da resposta de linfocitos T (celular) e de 
linfocitos B (humoral) abordadas neste capitulo. 

A imunidade celular e um elemento central do sistema 
imune adaptativo, onde os linfocitos T antigeno especificos 
atuam eliminando virus, bacterias, parasitas e celulas malig- 
nas. Antigenos sao moleculas complexas, como proteinas ou 
carboidratos, que podem induzir uma resposta imune. Os 
linfocitos T tambem podem reconhecer de forma aberrante 
antigenos proprios e contribuir para o desenvolvimento de 
doen^as autoimunes. 

A resposta celular mediada por linfocitos T e um proces- 
so que inclui uma resposta primaria iniciada pela ativagao das 
celulas naive (que nunca tiveram contato com antigeno) nos 
orgaos linfoides secundarios (ba^o e linfonodo), que passam a 
proliferar e ter fungoes efetoras determinadas, e uma resposta 
secundaria de celulas de memoria antigeno-especificas. Cada 
clone de linfocito T maturado no timo expressa um receptor 
de celulas T (TCR) distinto na sua superficie. A especifici- 
dade antigenica das celulas T e determinada pelo seu TCR, 
que reconhece peptideos antigenicos complexados com mo¬ 
leculas de MHC apresentados pelas celulas apresentadoras de 
antigenos (APC) (Figura 21.1). 


As fungoes efetoras dos linfocitos T sao citotoxicidade e 
produgao de citocinas. As celulas T CD8 citotoxicas ativadas 
sao muito eficientes em matar celulas infectadas ou celulas 
malignas via apoptose, atraves de secregao de granzima e per- 
forina. As celulas T CD4 auxiliares secretam citocinas com 
diferentes fungoes para ajudar outras celulas do sistema imu¬ 
ne. As celulas T CD4 podem ser subdivididas em celulas Thl, 
Th2, Thl7, Treg, Th9 e Tfh conforme o perfil de citocinas 
produzidas. No caso da dicotomia Thl/Th2 as citocinas ca- 
racteristicas Thl sao interferon-gama (IFN-y) enquanto Th2 
sao IL-4, IL-5 e IL-13.A resposta Thl, entre outras fun^oes, 
e importante para auxiliar a resposta das celulas T CD8, en¬ 
quanto que a resposta Th2 esta envolvida com alergias e res¬ 
posta a parasitas. As celulas Thl7 produzem IL-17 e IL-22, 
enquanto as celulas Th9 produzem IL-9. Ja as celulas Treg, 
sao as celulas regulatorias e estao envolvidas com toleran- 
cia e controle da resposta imune, secretando citocinas anti- 
-inflamatorias como IL-10 e TGF-p. As celulas Tfh, sao as 
celulas T foliculares, que ajudam os linfocitos B durante a sua 
diferenciagao. 

Existem ferramentas para analise da resposta imune ce¬ 
lular. Analise fenotipica de linfocitos por citometria de fluxo 
e bastante utilizada para diagnostico de pacientes com imu- 
nodeficiencia e acompanhamento de pacientes HIV positivos 
atraves da contagem das celulasT CD4. Uma forma de avaliar 
a imunidade celular e por meio da analise da proliferagao de 
celulas T apos a estimulagao com mitogenos ou antigenos es¬ 
pecificos. Alem disso,pode ser feita a analise da fungao efetora 
das celulas T pela produgao de citocinas e ensaios de citoto¬ 
xicidade, importantes para avaliagao de resposta vacinal em 
testes clinicos. Os ensaios para avaliagao da produgao de cito¬ 
cinas pelas celulas T, como exemplo os ensaios de libera^ao de 
interferon-gama (IFN-y) sao importantes para diferenciagao 
de tuberculose ativa e tuberculose latente. A imunidade celu¬ 
lar tambem pode ser avaliada por testes cutaneos intradermi- 
cos de hipersensibilidade tardia. 
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Figura 21.1 Desenho esquematico da ativagao das celulas T. Desenho esquematico da ativagao das celulas T. Painel a esquerda: as celulas 
T CD4 naive sao ativadas apos o reconhecimento pelo TCR do complexo MHCII-peptideo apresentado por uma celula apresentadora 
de antigeno (APC). A celula T CD4 ativada passa a ter sua fungao efetora de secregao de citocinas. Painel a direita: as celulas T CD8 naive 
sao ativadas apos o reconhecimento pelo TCR do complexo MHCI-peptideo apresentado pelaAPC. A celula T CD8 ativada tern fungao 
citotoxica contra celulas infectadas por virus ou celulas malignas. 

Fonte: Professora Ana Paula Duarte de Souza. 
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■ INTRODUgAO 

A imunidade humoral refere-se a resposta imune media- 
da por anticorpos. Anticorpos sao proteinas produzidas pelas 
celulas B ativadas (plasmocitos), que protegem o hospedeiro 
contra infecgoes de tres maneiras: ligando-se ao patogeno e 
inibindo seu efeito toxico ou infectividade (neutralizagao), 
recobrindo patogeno e facilitando a fagocitose (opsonizagao) 
ou ativando a cascata do complemento que culmina com a 
lise do patogeno. 

A molecula de anticorpo e composta por duas cadeias 
pesadas (H) e duas cadeias leves (L) ligadas por pontes de dis- 
sulfeto. A por^ao amino-terminal do anticorpo e chamada de 
fragmento de ligagao ao antigeno (Fab).A porgao carboxiter- 
minal, conhecida como fra^ao cristalizavel (Fc), tern fun^oes 
especificas ligando-se ao seu respectivo receptor nas celulas 


do sistema imune e as proteinas da cascata do complemen¬ 
to. A molecula do anticorpo possui uma regiao variavel (V), 
que confere sua especificidade a diferentes antigenos e uma 
regiao constante (C) (Figura 22.1). 

Existem cinco classes de imunoglobulinas, tambem cha- 
madas de isotipos. Sao elas: IgM, IgG, IgE, IgA e IgD (Tabela 
22.1). Em sua forma monomerica, todas as classes possuem 
a estrutura basica dos anticorpos. A IgM e IgA sao classes 
que possuem pentameros e dimeros, respectivamente, que 
para sua formagao e necessaria a cadeia J. Analises sorolo- 
gicas demonstraram heterogeneidade entre imunoglobulinas 
da mesma classe, entao foram propostas subclasses. Existem 
quatro subclasses de IgG (IgGl a IgG4) e duas subclasses de 
IgA (IgAl e IgA2). 


Regiao 
variavel — 


Regiao 

constante — 





Cadeia leve 


Cadeia pesada 


Porgao Fab 


Figura 22.1 Desenho esquematico da estrutura do anticorpo. 
Fonte: Professora Ana Paula Duarte de Souza. 
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Tabela 22.1 Caracterfsticas das cinco classes de imunoglobulinas. 

Imunoglobulina 

Caracterfsticas 

IgM 

E a primeira classe de imunoglobulinas produzida pelos linfocitos B. 

Em sua forma ligada a membrana atua como um receptor de linfocito B (BCR). 

Ativa a via classica do complemento 

IgG 

Mais abundante na circulagao sanguinea 

Capaz de atravessar a placenta 

E o anticorpo principal nas respostas imunes secundarias 

Ativa a via classica do complemento (lgG3) 

igE 

Envolvida em reagoes imunes contra helmintos e nas alergias 

Grande afinidade para receptores nas membranas de mastocitos e basofilos 

IgA 

Envolvida na imunidade em mucosas na forma dimerica, sendo secretada no leite materno, 
lagrima, na saliva e nas secregoes nasal, bronquial, da prostata e da vagina 

Apresenta baixa concentragao no sangue na forma monomerica 

IgD 

E encontrada na superficie de linfocitos B como a IgM 

Sua fungao biologica nao e muito bem-estabelecida 


Apos o reconhecimento do antigeno pelo seu receptor 
(BCR), a celula B naive pode se tornar um plasmocito de 
vida curta, um plasmocito de vida longa, ou uma celula B de 
memoria. As celulas B de memoria e os plasmocitos de vida 
longa dao origem a memoria sorologica. A diferenciagao des- 
sas celulas depende da ajuda da celula T CD4 especifica para 
o antigeno cognato da celula B. Alem disso, a celulas T CD4 
controlam a troca de isotipo e tern fungao no inicio da hiper- 
muta^ao somatica dos genes da regiao variavel do anticorpo, 
processo que confere mais afmidade ao mesmo. 

A detec^ao de anticorpos especificos contra patogenos 
no soro dos pacientes tornou-se fundamental para o diag¬ 


nostic© de doengas infecciosas. A quantifica^ao de imunoglo- 
bulinas totais e de seus isotipos e utilizada para diagnostico 
de imunodeficiencias. Os anticorpos tambem sao ferramentas 
importantes presentes nos imunoensaios. 
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Hipersensibilidade 


■ INTRODUgAO 

As realties de hipersensibilidade foram descritas primei- 
ramente por Coombs e Gell, em 1963. Sao respostas imuno- 
logicas excessivas, que causam dano ao organismo, podendo 
levar o paciente a morte. Existem quatro tipos principais de 
realties de hipersensibilidade classificados conforme seu me- 
canismo de resposta. 

Hipersensibilidade do tipo I 

Esse tipo de reagao acontece em individuos previamente 
sensibilizados pelo alergeno. Exemplos de hipersensibilidade 
do tipo I sao: asma, rinite alergica, alergia a alimentos. Na 
primeira exposigao as APC captam o alergeno, processam e 
apresentam para as celulas T CD4. Em um individuo susce- 
tivel ocorre uma resposta Th2, que secreta citocinas como 
IL-4, IL-5 e IL-13. Essas citocinas induzem a prolifera^ao das 
celulas B, que produzem IgE e recrutam eosinofilos. A IgE 
ira ligar-se aos receptores da por^ao FcE presentes nos mas¬ 
tocitos. Na segunda exposigao ao alergeno, este pode ligar-se 
nas IgE previamente ligadas aos mastocitos de forma cruza- 
da, estimulando desta forma a degranula^ao dos mesmos. Os 
mastocitos liberam mediadores, como a histamina, que sao 
responsaveis pelos sintomas da alergia. 

Existem diversos sintomas da alergia. Variam de cocei- 
ra, falta de ar, tosse, espirros, rinorreia, diarreia, vomitos. Em 
algumas situagoes a reagao pode ser tao severa que leva a in- 
chago da traqueia, e a uma condigao chamada anafilaxia, que 
pode causar a morte se nao tratada. As causas mais comuns de 
anafilaxia sao alergia a alimentos, picadas de insetos e medi- 
camentos. O tratamento envolve, primeiramente, eliminar os 
sintomas clmicos da reagao alergica, e na sequencia estrategias 
que diminuam a resposta imune inicial ao alergeno. Para mi- 
nimizar o contato com o alergeno, este deve ser identificado, 
e, para isso, pode ser feita a medida de IgE especifica no plas¬ 
ma ou teste cutaneo com os alergenos potenciais. 

Hipersensibilidade do tipo II 

Esse tipo de reagao causa dano tecidual atraves da ligagao 
de anticorpo ao antigeno nao soluvel (celula ou elemento da 
matriz extracelular) sem envolvimento direto de linfocitos, 
ocorrendo a destruigao do alvo. Exemplos de hipersensibili¬ 


dade do tipo II sao: realties transfusionais hemobticas agudas; 
incompatibilidade Rh; sindrome de Goodpasture; algumas 
alergias a farmacos; miastenia grave; e urticaria cronica. 

O passo inicial para a reagao de hipersensibilidade do tipo 
II e a ligagao do anticorpo ao antigeno. Esses anticorpos sao 
pre-formados, ou seja,ja estao presentes quando a reagao de hi¬ 
persensibilidade ocorre. Os anticorpos podem funcionar como 
opsonina, levando a fagocitose da celula-alvo por macrofagos 
ou neutrofilos. Alem disso, os anticorpos podem iniciar uma 
resposta citotoxica dependente de anticorpo (ADCC) onde 
atuam celulas NK, macrofagos e monocitos ativados. 

Hipersensibilidade do tipo III 

Esse tipo de reagao ocorre devido a uma produgao exa- 
cerbada de imunoglobulinas IgG e IgM para um antigeno 
soluvel que pode levar a formagao excessiva de imunocom- 
plexos. Exemplos de hipersensibilidade do tipo III sao: efeitos 
adversos de imunizagoes; reagao de Arthus; doenga do soro; 
e doengas autoimunes como lupus eritematoso sistemico. A 
grande quantidade de imunocomplexos pode levar a ativa^ao 
de via classica do complemento, e produgao de mediadores 
inflamatorios que ativam fagocitos culminando com dano 
tecidual. Os imunocomplexos podem acumular nos linfono- 
dos, nos rins e nas articulagoes. 

Hipersensibilidade do tipo IV 

Essa reagao, tambem conhecida como hipersensibilidade 
do tipo tardia (DTH), foi originalmente caracterizada pelo 
seu tempo de 12 a 24h para se desenvolver, e persiste por dois 
ou tres dias. Os melhores exemplos da hipersensibilidade do 
tipo IV sao a rea^ao induzida pela injegao de tuberculina na 
pele (reagao de Mantoux), a exposigao ao hapteno dinitro- 
fluorbenzeno (DNFB), e a dermatite de contato. A DTH e 
diretamente dependente das celulas T CD4, que reconhecem 
o antigeno pelas APC, se diferenciando em celulas Thl e pro¬ 
duzem IFN-y e fator de necrose tumoral a (TNF-a). Essas 
citocinas atuam sobre monocitos e celulas epiteliais para in- 
duzir mais TNF-a e outras citocinas proinflamatorias como 
IL-1 e IL-6, que induzem a produgao de quimiocinas. Con- 
sequentemente, ocorre o recrutamento de mais celulas T e 
macrofagos para a lesao. 
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Reagoes Imunologicas 


■ INTRODUgAO 

Os testes diagnosticos laboratoriais sao ferramenta va- 
liosa para o clinico. Sao muitos os parametros laboratoriais 
analisados atraves de imunoensaios. 

Imunoensaios sao metodos bioanaliticos, em que a iden- 
tificagao ou a quantificagao do analito depende da reagao de 
um antigeno com um anticorpo (Darwish IA, 2006). Sao uti- 
lizados para a detecgao ou quantificagao de antigenos ou anti- 
corpos (Figura 24.1), podendo utilizar reagentes marcados ou 
nao marcados. Os ensaios com reagentes nao marcados pos- 
suem sensibilidade de detecgao menor, pois e necessario que 
se forme grande quantidade de imunocomplexos para que se 
processe a visualizagao do fenomeno. A utilizagao de sistemas 
de marcagao de reagentes (com enzima, fluorocromo, radioiso- 
topo ou substancia quimioluminescente) torna possivel a am- 
plificagao do sinal final e detecgao por meio de instrumentos 
(fotometria, fluorimetria ou luminometria), elevando a sensi¬ 
bilidade dos imunoensaios a ordem de atomol ou zeptomol 
(10“ 19 /10“ 21 ). (Bender AL, e von-Miihlen CA, 2007). 

Ka 

[Ag] + [Ac] ^ [AgAc] 

Kd 

[Ag] = concentragao de antigeno 

[Ac] = concentragao de anticorpo 

[AgAc] = complexo antigeno-anticorpo 

Ka = constante de associagao 

Kd = constante de dissociagao 

* Antigeno ou anticorpo podem ser marcados 

Figura 24.1 Reagao antigeno-anticorpo. 

Fonte: Bender AL; et al, 2007. 

Para os imunoensaios heterogeneos (Figura 24.2) e ne- 
cessaria a separagao do reagente marcado livre daquele ligado, 
enquanto para os homogeneos (Figura 24.3) nao e necessa- 
ria a separagao. Nos heterogeneos o reagente imunoquimico 
(antigeno ou anticorpo) e fixado a uma fase solida (micro- 
particula, microplaca, tubo, esfera, nitrocelulose, latex, gelatina 
etc.) e a separagao e realizada normalmente por processos 
de lavagem. Nos homogeneos e avaliada alteragao do sistema 


quando ocorre a ligagao antigeno e anticorpo, e nao sao ne- 
cessarios procedimentos de lavagem. 

A qualidade e pureza dos reagentes imunoquimicos e fun¬ 
damental para o desempenho do imunoensaio. Houve grande 
desenvolvimento na tecnologia de produgao de anticorpos e 
antigenos, bem como dos analisadores automatizados. Esses 
avangos tecnologicos agregaram baixa variabilidade inter e in- 
traensaio, e rapidez na realizagao dos testes. Apesar do aumento 
nos processos automatizados nos laboratories clinicos, a inter- 
vengao humana e requerida em varias fases do processo analiti- 
co e pos-analitico, principalmente no que se refere a validagao 
dos resultados. O processo de validagao e chave na prevengao 
de erros (imprecisao, inexatidao), e interpretagao dos resulta¬ 
dos. (Bender AL, e von-Miihlen CA, 2007) 

Os tipos de imunoensaios heterogeneos segundo Davis 
C, 2005, sao: 

a) Imunometrico. 

b) Competitivo. 

c) Captura (metodo direto e metodo indireto). 

Os tipos de imunoensaios heterogeneos, 

Interferentes em imunoensaios 

Os mecanismos de interagao molecular conferem boa 
especificidade aos imunoensaios, contudo, a monoespecifi- 
cidade entre um antigeno e um anticorpo nao e absoluta. A 
ligagao molecular ocorre em um modelo espacial tridimen¬ 
sional, que envolve alguns dominios variaveis nas cadeias leve 
e pesada, em cada brago da molecula de anticorpo. O epitopo 
antigenico e seu contato ao paratopo do anticorpo determi- 
na o numero de ligagoes nao covalente formadas. Assim, a 
reatividade cruzada e uma propriedade intrinseca pela qual os 
anticorpos ligam-se a diferentes antigenos, amplificando sua 
diversidade funcional (Ismail AAA, 2009). A especificidade 
dos imunoensaios nao e absoluta. 

O tempo, a temperatura e o pH influenciam a comple- 
xidade conformacional do antigeno/anticorpo e, consequen- 
temente, a reagao e a imobilizagao a fase solida (caracteristica 
comum em quase todos os imunoensaios automatizados). 
Outros aspectos fundamentais sao: volume, viscosidade e 
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Anti'genos Anticorpo Anticorpo Separapao do antlcorpo secundario 

aderidos a na amostra secundario marcado livre do ligado 

fase solida 





Analito Lavagem para remover 

marcado material nao ligado 


Figura 24.2 Tipos de imunoensaios. (A) Imunoensaio competitivo (separapao na fase solida); (B) Imunoensaio de captura (metodo direto); 
(C) Imunoensaio de captura (metodo indireto). 

Fonte: Adaptada de Davis, 2005. 



Anticorpo Analito na Analito Geragao de sinal 

amostra marcado pela ligagao do anticorpo 
ao analito marcado (nao 
necessita separagao) 



Figura 24.3 Exemplo de imunoensaio homogeneo. 
Fonte: Davis, 2005. 
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Reapoes Imunologicas 


ordem de adipao dos reagentes (simultanea ou sequencial- 
mente), e devem ser realizadas estritamente nas condipoes de 
padronizapao do fabricante. Alem disso, os antigenos preci- 
sam chocar-se com o anticorpo reagente de captura, quando 
eles se ligam espontaneamente, contudo, as moleculas maio- 
res podem exigir uma orientapao particular antes da ligapao 
(Ismail AAA, 2009). 

Alguns tipos de interferentes nos imunoensaios sao simi- 
lares aos interferentes em outros ensaios quimicos, no entanto, 
outros sao unicos dos imunoensaios (Tabela 24.1) e incluem: 

a) Reatividade Cruzada: uma substancia na amos- 
tra com estrutura similar ao analito compete pela 
ligapao com o anticorpo. Reatividade cruzada e o 
interferente mais comum nos imunoensaios. O efei- 
to da reatividade cruzada na curva dose-resposta e 
testado no desenvoivimento do imunoensaio pelo 
fabricante (Ismail AAA 2009). 

b) Efeito Hook: (ou “efeito gancho”) e um estado de 
excesso de antigeno em que concentrates muito 
altas do analito saturam todos os sitios de ligapao dos 
anticorpos reagentes sem formapao de complexos. 
Os resultados serao falsamente baixos. Esse efeito 
e relatado para muitos analitos, principalmente em 
analises turbidimetricas, nefelometricas e imunome- 
tricas “one step”. O efeito hook e reduzido com a 
introdupao de uma etapa de lavagem entre a incuba- 
pao da amostra e do anticorpo de detecpao (Miller 
JJ,2004) ; 

c) Interferencia de Anticorpos: a interferencia de 
anticorpos endogenos em imunoensaios e um grande 
problema sem solupao analitica, e e subestimado, o 
que tern consequencias clinicas e ocorre pela ligapao 
desses com os anticorpos reagentes. Ha dois tipos 
principais de anticorpos endogenos que interferem 
nos ensaios imunometricos: anticorpos antianimal e 
anticorpos heterofilos. Ambos interferem nos imu¬ 
noensaios imunometricos por meio da ligapao entre 
o anticorpo de captura e o anticorpo de ligapao, 
mesmo na ausencia do analito, levando a resultados 
falsamente elevados. A interferencia negativa e possi- 
vel, tambem, quando o anticorpo interferente liga-se 
somente a um dos anticorpos reagentes. O anticorpo 
antianimal mais conhecido e o anticorpo humano 
anticamundongo (human anti-mouse antibodies 
- anti-HAMA). E importante que os reagentes dos 
imunoensaios imunometricos incluam soro ou agen- 
tes bloqueadores para minimizar a interferencia de 
anticorpos antianimal e heterofilos (Miller JJ, 2004). 


d) Efeito Matriz: a matriz de amostra e o ambiente 
da substancia a analisar e inclui pH, forpa ionica, e 
as concentrates de proteina e lipidios da amostra. 
Os efeitos da matriz sao causados por variates na 
reatividade da substancia a analisar devido a varia¬ 
tes no seu ambiente na amostra. Os imunoensaios 
sao muitas vezes sensiveis a matriz devido aos efeitos 
sobre o antigeno e a ligapao do anticorpo, a efici- 
encia de separagao das fragoes ligadas e nao ligadas, 
e a extensao da ligagao nao especifica (Miller JJ, 2004). 


Tabela 24.1 Tipos de interferencia nos imunoensaios. 

Tipo de interferencia 

Tipo de ensaio afetado 

Reatividade cruzada 

Todos, principalmente os 
imunoensaios competitivos 

Efeito Hook 

Ensaios nefelometricos, 
turbidimetricos e 
imunometricos 

Interferencia de anticorpos 

Todos, principalmente 
imunometricos 

Efeito matriz 

Todos 

Interferencia de sinal* 

Todos os imunoensaios 
marcados 


* Algumas amostras podem conter compostos que aumentam ou 
diminuem artificialmente a magnitude do mecanismo de detecqao, 
por exemplo, a fluorescencia. Isso e chamado de interferencia de sinal, 
pois existem muitos tipos de mecanismos de marcaqao utilizados nos 
imunoensaios, e muitos subtipos de interferencia de sinal. 

Fonte: Miller JJ, 2004. 
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Imunodeficiencias 


■ INTRODUgAO 

As imunodeficiencias primarias consistem de um grupo 
de mais de cem doengas hereditarias, principalmente mo- 
nogenicas, predispondo os individuos a diferentes quadros 
de infecgoes, alergias, autoimunidade e cancer. Representam 
modelos imunopatologicos complexos, com a identificagao 
de mais de cem genes associados (exemplos naTabela 25.1), 
trazendo muitas informagoes sobre o sistema imunologico e 
os aspectos do desenvolvimento, fungao e regulagao da imu- 
nidade inata e adaptativa (Fischer A, 2004). 


As imunodeficiencias primarias de anticorpos (Figura 
25.1) sao as imunodeficiencias humanas mais comuns. No 
passado eram atribuidas a defeitos intrinsecos das celulas B. 
No entanto, sabe-se que podem ser causadas por deficiencias 
funcionais em outras linhagens de celulas (incluindo elemen- 
tos da imunidade inata e celulas T). A abordagem molecular 
do estudo das imunodeficiencias primarias forneceu impor- 
tantes elementos tambem a genese da autoimunidade e do 
controle da reatividade das celulas. A caracterizagao genetica 
e essencial para o diagnostico das imunodeficiencias e subse- 
quente tratamento dos portadores. 


Tabela 25.1 Algumas causas geneticas das imunodeficiencias primarias. 

Doenga 

Gene 

Imunidade inata 

Neutropenia congenita grave (subtipos) 

GF11 a 

Sindrome Shwachman 

SBDS a 

Suscetibilidade ao Streptococcus pneumoniae (subtipos) 

MSP2 

Suscetibilidade as infecgoes bacterianas piogenicas (subtipos) 

IRAK4 

Suscetibilidade a infecgoes por micobacterias e virus 

STAT1 

Imunidade adaptativa 

Imunodeficiencia comum variavel 

ICOS 

Sindrome Hiper IgM (HIGN) 

UNG 

Imunodeficiencia combinada severa (SCID) 

CD3D 

Deficiencia de celulas T sem resposta ao IFN-y 

STAT5B 

Deficiencia de celulas T com displasia ectodermica anidrotica 

NFKBIA 

Linfo-histiocitose hemofagocitica familiar (subtipos) 

UNCI 3D 

Indeterminada 

Edpidermodisplasia verruciforme 

EVER1, EVER2 

Sindrome WFIIM 

CXCR4 


Fonte: Adaptada de Fischer, 2004. 
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Sindrome de Hoyeraal-Hreidarsson (HHS) 
(deficiencia da proteina "shelterin'') 


► deficiencia de BTK 

► deficiencia de BLNK 

► deficiencia de PI3K (p85 a) 

► deficiencia de A5 

► deficiencia de C/jl 



Figura 25.1 Defeitos no desenvolvimento nas celulas B, que levam a deficiencia primaria de anticorpos. As linhas tracejadas in¬ 
dicam urn bloco de diferencia^ao. BLNK, B ligante celular; BTK, tirosina quinase de Bruton; CMP, precursor mieloide comum; ETP, 
precursor de celulas T precoce; GMP, precursor de granulocitos/macrofagos; MEP, precursor de megacariocitos/eritrocitos; 
MLP, progenitor multilinfoide; MPP, progenitor multipotente; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinase. 

Fonte: Durandy, et ai, 2009. 


No ano de 2014 a Uniao Internacional das Sociedades 
de Imunologia (International Union of Immunological Societies 
- IUIS) publicou a classificagao atualizada das imunodefi- 
ciencias primarias, elaborada pela comissao de especialistas, 
com a inclusao de defeitos adquiridos (fenocopias das imu- 
nodeficiencias primarias). Para cada doenga estao disponiveis 


as caracteristicas clinicas e laboratoriais fundamentais. E a re¬ 
ferenda atual do conhecimento em imunodeficiencias pri¬ 
marias e, dada sua extensao e complexidade, nao serao aqui 
reproduzidas. Encontra-se disponivel em http://primaryim- 
mune.org/wp-content/uploads/2014/05/IUIS-Classifica- 
tion-April-2014.pdf. (Al-Herz W, et al ., 2014.) 
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Autoimunidade 


■ INTRODUgAO 

A autoimunidade envolve a perda da homeostase imune 
normal, onde o organismo produz uma resposta anormal aos 
seus proprios tecidos. As doengas autoimunes sao um grupo 
de doengas heterogeneas caracterizadas por reagoes celulares 
e humorais contra antigenos proprios, causando inflamagao 
e danos aos tecidos e orgaos (Plebami M, et al., 2009). Sao 
muitas as doengas e muitos os parametros laboratoriais. O 
laboratorio clinico e fundamental no estabelecimento do 
diagnostico, do prognostico e no monitoramento das doen¬ 
gas autoimunes. Muitos testes laboratoriais sao necessarios, 
como hemograma completo, painel de avaliagao metabolica, 
medida de proteinas de fase aguda, entre tantos. Alguns tes¬ 
tes, mesmo inespecificos, como a velocidade de sedimentagao 
globular (VSG), sao uteis na avaliagao da atividade da doenga 
autoimune (Tabela 26.1) (Castro CC, e Gourley M, 2009). 

Entre as importantes ferramentas que o laboratorio 
clinico oferece a equipe de saude para diagnostico e mo¬ 
nitoramento das doengas autoimunes esta a pesquisa de 


autoanticorpos, empregando amplo espectro de metodos e 
tecnicas, principalmente imunoensaios. Em relagao a autoi¬ 
munidade, os laboratories vivem uma situagao dinamica de 
crescimento e constante aumento em novos testes disponi- 
veis, principalmente para deteegao de novos autoanticorpos 
(Gonzalez-Buitrago JM, & Gonzalez C, 2006). 

A produgao de autoanticorpos especificos de alta afini- 
dade representa a marca registrada das reagoes autoimunes, e 
um ou mais parametros laboratoriais constituem criterio para 
o diagnostico e/ou classificagao da doenga autoimune (DAI) 
(Tozzoli R, e Bizarro N,2012). 

Novos autoanticorpos sao descritos em doengas que sao 
posteriormente consideradas doengas autoimunes. O horizon- 
te dos autoanticorpos ampliou o conhecimento e sua relevan- 
cia na etiopatologia de doengas, tais como: esclerose sistemica, 
miosite, sindrome do anticorpo antifosfolipide e miastenia gravis, 
entre outras. Os autoanticorpos tambem podem levar a iden- 
tificagao de subfenotipos de doengas autoimunes. O valor do 
autoanticorpo nao e limitado ao diagnostico, mas estende-se a 
predigao, ao prognostico e a prevengao das doengas autoimu- 


Tabela 26.1 Marcadores de atividade inflamatoria uteis nas doengas autoimunes. 

Marcador 

Comentario 

VSG 

Boa correlagao com a atividade da doenga na AR. 

Proteina C-Reativa 
Ultrassensivel (CRPus) 

A magnitude da inflamagao se relaciona diretamente a concentragao de CRP. 

Ferritina 

Niveis aumentados podem indicar sepsis aguda ou cronica, inflamagao ou neoplasia. 

Ceruloplasmina 

Sua concentragao esta aumentada em pacientes com estados inflamatorios agudos e 
cronicos, gravidez, linfoma, artrite reumatoide e doenga de Alzheimer. 

Fibrinogenio 

E um fator hemostatico da coagulagao. Aumenta na presenga de inflamagao ou estresse 
mediado por IL-6. 

Haptoglobina 

E produzida em resposta a injuria tecidual. Niveis aumentados em estados inflamatorios, 
cirurgias, trauma, ulcera peptica, colite ulcerativa. 

Albumina 

A taxa de sintese de albumina pode duplicar em situagoes de perda rapida de albumina, 
como na glomerulonefrite ou doenga inflamatoria intestinal, e os niveis sericos diminuirao. 


Fonte: Castro CC, e Gourley, 2009. 












Tratado de Analises Clinicas 


nes. Nao e apenas o numero de autoanticorpos diferentes que 
esta cada vez maior, mas tambem as metodologias laboratoriais 
para sua detecgao, com automatizagao e analise multiplex (Da- 
moiseaux J, et ah, 2015;Tozzoli R, e Bizarro N, 2012). ATabela 


26.2 mostra as principals metologias utilizadas no laboratorio 
clinico na investigagao de doenga autoimune. 

O teste de detecgao de anticorpos anticelulares em ce- 
lulas HEp-2 por imunofluorescencia indireta (ANA/FAN 


Tabela 26.2 Recomendagoes para detecgao de autoanticorpos contra componentes celulares (ANAs/FAN). 

1 0 diagnostico de doengas autoimunes reumaticas sistemicas requer um painel de testes laboratoriais especificos 
(ANA/FAN HEp-2, anti-dsDNA, anti-ENA, etc). 

2 A detecgao de ANAs e o teste de primeiro nivel a ser realizado no laboratorio para o diagnostico de doengas 
autoimunes reumaticas sistemicas. 

3 0 proposito principal da testagem de ANAs e diagnostico e nao monitoramento da progressao da doenga. 

4 A imunofluorescencia indireta e o metodo de referenda para pesquisa de ANAs (triagem). 

5 Os laboratories devem especificar os metodos utilizados para a detecgao de ANAs nos resultados (laudos). 

6 Os testes baseados em uma mistura limitada de antigenos nucleares definidos nao devem referir-se aos mesmos 
como "ANA Teste" ou "ANA screening". 

7 Os laboratories que utilizam testes "in house" para detecgao de ANAs (bem como anti-dsDNA) e anticorpos anti- 
ENA especificos devem padronizar cada teste de acordo com os padroes internacionais (p. ex.: OMS, CDC/IUIS). 

8 Para triagem de ANAs por imunofluorescencia indireta o anticorpo secundario conjugado deve ser anti-IgG 
humana, marcada com fluorocromo. 

9 Um ANA adequado depende dos reagentes, de equipamentos e de outros fatores locais, assim, a diluigao de 
triagem deve ser definida localmente. Um ANA anormal deve ser o titulo acima do percentil 95 de uma populagao- 
controle saudavel. Em geral, uma diluigao de triagem de 1/160 em substrato HEp-2(000) convencional e adequada 
para detecgao de ANA em uma populagao adulta avaliada para doengas autoimunes reumaticas sistemicas. 

10 Em caso de teste ANA positivo e recomendado que o padrao e maior diluigao que demonstrem reatividade seja 
relatada no laudo do exame. 

11 Os padroes de ANA devem ser relatados de acordo com a nomenclatura padronizada (consensos). 

12 Alem de padroes nucleares, tambem os padroes citoplasmaticos e aparelhos mitoticos devem ser relatados e 
especificados quando possivel. 

13 Em casos de suspeita de LES com resultado de ANA positivo e aconselhada a testagem para anticorpos anti-dsDNA 

14 0 metodo utilizado para pesquisa de anticorpos anti-dsDNA deve ser referido no laudo (maior especificidade para 
o ensaio de Farr e o CLIFT). 

1 5 A pesquisa de anticorpos anti-dsDNA deve ser quantitativa ou semiquantitativa 

16 No monitoramento da atividade da doenga no LES, atraves da determinagao quantitativa dos anticorpos anti- 
dsDNA, o mesmo metodo deve ser utilizado. 

17 No caso de ANA teste positivo em uma investigagao diagnostica (dependendo do padrao) deve ser 
realizada a pesquisa de anticorpos anti-ENA. Em caso de discrepancy entre o resultado anti-ENA e ANA por 
imunofluorescencia indireta deve ser realizada a pesquisa atraves de um metodo adicional. 

18 Determinagao quantitativa de anticorpos anti-RNP e recomendada em caso de suspeita de Doenga Mista do Tecido 
Conjuntivo. 

19 Cada laboratorio deve verificar o cut-off recomendado pelos kits utilizados para determinagao dos ANAs. E 
recomendado pareamento de idade e genero nas amostras de individuos saudaveis da populagao local. 

20 Cada laboratorio deve verificar o cut-off recomendado pelos kits utilizados para pesquisa de anticorpos anti-dsDNA 
e anti-ENA. E recomendado o uso de um numero adequado de amostras de pacientes com doengas autoimunes, 
controle e individuos saudaveis e o cut-off def in id o utilizando analise da curva ROC. 

ANA = antinuclear antibodies (anticorpos antinucleares); FAN = fator antinuclear; dsDNA = double-stranded DNA (DNA dupla helice); ENA = extratable 
nuclear antigen (antigeno nuclear extrafvel); LES = Lupus eritematoso sistemico. 

Fonte: Adaptada de Agmon-Levin et ai, 2014. 


300 


Parte 6 






Autoimunidade 


Hep-2) e o mais solicitado ao lab oratorio clinic o e mantem 
sua importancia no diagnostico de doengas reumaticas autoi- 
munes sistemicas (Damoiseaux J, et al., 2015). 

Tem aumentado o interesse nos autoanticorpos na detecgao 
pre-clinica das doengas autoimunes. Particularmente em relagao 
aos autoanticorpos pesquisados em celulas HEp-2, podem estar 
presentes dez anos antes do inicio dos sintomas clinicos. A pre- 
Valencia dos ANAs em titulos baixos chega a 25%. A presenga 
de autoanticorpos nao e patologica per se. Sabe-se que a autor- 
reatividade e um achado importante na resposta imune normal, 
e estuda-se quais fatores seriam o gatilho para a progressao da 
doenga AI (Figura 26.1) (Olsen NJ, e Karp DR, 2014). As Ta- 
belas 26.2 e 26.3 apresentam a sintese das recomendagoes in- 
ternacionais para avaliacao de autoanticorpos contra antigenos 
celulares (conhecidos em nosso meio como ANAs/FAN).As in¬ 
fer mag 6 es referentes ao IV Concenso Brasileiro para Pesquisa de 
Autoanticorpos em Hep-2 estao disponiveis em http://www2. 
ucg.br/cbb/sites/ivconsensohep2/index.php. Face a sua exten- 
sao e atualizagao periodica, nao serao apresentadas nesse capitulo. 

ANA/FANs HEp2 sem doenpa 

■ 25% dos individuos saudaveis apresentam ANA positivo 

> 1/40 (RIFI); 

■ 5% dos individuos saudaveis apresentam ANA positivo 

> 1/160 padrao nuclear pontilhado; 

■ 2% dos individuos saudaveis apresentam ANA positivo 
em niveis considerados patologicos. 

■ Padrao mais frequente: nuclear pontilhado fino denso 
(antigeno PSIP1 70kDa) esta presente em 9% dos indi- 


Tabela 26.3 Classifica^ao dos imunoensaios utilizados 
para investiga^ao de doen^as autoimunes. 


Imunoensaios de primeira geragao ("monoplex") 


Imunodifusao Radial Dupla (IDRD) 

Reagao de Fixagao do Complemento (RFC) 
Imunofluorescencia Indireta (RIFI) 
Aglutinagao Passiva (AP) 
Radioimunoprecipitagao (RIPA) 

Western Blot (WB) 


Imunoensaios de segunda e terceira geragao 
("monoplex") 


Radioimunoensaio (RIA) 

Ensaio Imunorradiometrico (IRMA) 
Enzimaimunoensaio (EIE) 

Imunoblot (IB) 

Imunodot (DB) 

Ensaio de Quimioluminescencia (CLIA) 
Fluorimunoensaio (FIA) 


Imunoensaios multiplex 


Addressed microbead (MBA) 

Line immunoassay (LIA) 

Fonte: Adaptada de Tozzoli e Bizarro, 2012. 


u 

< 


(Hormonios femininos, drogas, 
viroses, tabagismo, toxinas 
ambientais, luz solar) + 
(suscetibilidade genetica) 

+ fatores epigeneticos) 


Apoptose, autofagia, 
outros danos 
celulares, expansao 
clonal de celulas B 


Expansao de repertorio de 
^ autoanticorpo, recrutamento 
de mediadores imunes, 
proliferagao de celulas 
complemento-mediadas 
e FcR-mediadas e dano 
em orgaos-alvo 




Fotosensibilidade, 
rash cutaneo, 
pleurisia, artrite 


Positividade ANA 


Sintomas intermitentes 
nao especificos 

Autoimunidade 
pre-clinica benigna 


Nefrite, cerebrite 


Deposigao de autoanticorpos 
na pele (positividade do 
teste de banda para lupus) 


Deposigao de autoanticorpos 
em outros orgaos 


► 


Tempo 


Figura 26.1 Progressao da autoimunidade benigna pre-clinica ate o LES, proposto por Olsen NJ, e Karp, 2014. 
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viduos saudaveis, e em menos de 3% dos pacientes com 
LES. O segundo grupo com esse padrao mais prevalente 
sao os portadores de tireoidite de Hashimoto. Alguns 
autoanticorpos detectados tern sido associados a doengas 
AI orgao-espedficas (Olsen NJ, e Karp DR, 2014). 

Autoanticorpos e progressao da autorreatividade 

■ Em relagao ao LES, os anticorpos anti-SSa e anti-SSb 
parecem surgir antes do inicio dos sintomas. 

■ Em alguns pacientes os anticorpos anti-dsDNA apare- 
cem, em media, tres a quatro anos antes do diagnostico 
de LES (Olsen NJ, e Karp DR, 2014). 


O diagnostico laboratorial das doengas autoimunes e ex- 
tremamente complexo, com novas metodologias e autoanti¬ 
corpos descritos. Alem disso, o conhecimento do potencial 
dos autoanticorpos como preditores, marcadores prognos¬ 
tics e na prevengao de doengas autoimunes e crescente, e 
apresentam varios desafios, exigindo uma comunicagao es- 
treita entre o clinico e o profissional de laboratorio (Damoi- 
seaux J, et al ., 2015). 

ATabela 26.4 apresenta os principais padroes de anticor¬ 
pos anticelulares observados em celulas HEp2 por reagao de 
imunofluorescencia indireta, antigenos reconhecidos e asso- 
ciagao diagnostica. 


Tabela 26.4 Padroes nucleares/citoplasmaticos ANA/FAN HEp-2 (RIFI) e antfgenos/diagnostico. 

Padroes mais reconhecidos 

Padroes nucleares 

Antigenos relacionados 

Diagnosticos relacionados 

Homogeneo 

dsDNA, histonas, cromatina/ 
nucleossomas, HMG 

LES, LES droga induzido/vasculites, artrite idiopatica 
juvenil 

Pontilhado grosso 

U1-SnRNP # U2-6 snRNP, matriz 
nuclear 

Doenga mista do tecido conjuntivo, LES, Raynaud, 
esclerose sistemica, sindrome de Sjoegren, doenga do 
tecido conjuntivo indiferenciada 

Pontilhado fino 

SSa/Ro, SSb/La, Topo-1, comum a 
muitos antigenos 

LES, sindrome de Sjoegren, esclerose sistemica, 
doenga mista do tecido conjuntivo, miopatias 
inflamatorias 

Centromero 

Cinetocore: CENP-A, B, CeF 

Esclerose sistemica (forma limitada), Raynaud's 

Nucleolar 

PM/Scl # RNA polimerase, URNP, 
U3-RNP, To/Th, B23 fosfoproteina/ 
numatrina 

Sobreposigao esclerose sistemica, Raynaud, miopatias 
inflamatorias 

Padroes citoplasmaticos 

Antigenos relacionados 

Diagnosticos relacionados 

Difuso 

RibP, Jo-1 f outras tRNA sintetases, 
particula de reconhecimento de 
sinal (SRP) 

LES, miopatias inflamatorias 

Pontilhado fino 

Jo-1 f SRP, piruvato desidrogenase 
(PDH) (mitocondria) 

Miopatias inflamatorias, dermatomiosite, cirrose biliar 
primaria, doenga pulmonar intersticial 

Padroes menos reconhecidos 

Padroes nucleares 

Antigenos relacionados 

Diagnosticos relacionados 

Periferico/rim ou envelope 
nuclear 

Laminas, PAP1/2 gp210, 
nucleoporina p62; envelope nuclear 
e complexo de antigenos do poro 
nuclear 

LES, artrite reumatoide, cirrose biliar primaria, 
miopatias inflamatorias, doengas hepaticas 
autoimunes 

Pontilhado fino denso 

DFS70/LEDGF-P75 

Individuos saudaveis e outras condigoes inflamatorias 


(Continue/) 
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Tabela 26.4 Padroes nucleares/citoplasmaticos ANA/FAN HEp-2 (RIFI) e antfgenos/diagnostico. (Continuagao) 

Padroes nucleares 

Antigenos relacionados 

Diagnosticos relacionados 

Pontilhado ciclo celular 
pleomorfico (PCNA) 

Antigeno proteico auxiliar na 
proliferagao celular: fator de 
alongamento da DNA polimerase 8 

LES, doengas linfoproliferativas, sindrome de Sjoegren 

Nucleolar ("clumpy") 

U3-SnRNP (fibrilarina) 

Esclerose sistemica 

Multiplos/poucos pontos 
nucleares ("dots") 

SplOO, corpos PML, p-80 coilina 

Cirrose biliar primaria, hepatite cronica autoimune, 
sindrome de Sjoegren 

Centrosoma/centriolo 
(anteriormente: aparelho 
do fuso celular) 

Enolase, nineina, pericentrina 

Esclerose sistemica, Raynaud, doenga inflamatoria 

Fuso mitotico 

Aparelho mitotico nuclear (NuMA)/ 
centrofilina 

Artrite reumatoide, condigoes inflamatorias, 
pneumonia (por Mycoplasma) 

Padroes citoplasmaticos 

Antigenos relacionados 

Diagnosticos relacionados 

Pontilhado discreto 

Endossoma (endossoma antigeno 
precoce 1), GW/corpos de 
processamento, lisossomas/corpos 
multivesiculares 

Condigoes neurologicas, sindrome de Sjoegren, LES, 
cirrose biliar primaria, doenga do tecido conjuntivo 
indiferenciada 

Complexo de Golgi 

Proteinas Golgi/golginas: giantina, 
golgina 245, golgina 110, golgina 
97, golgina 95 etc. 

LES, sindrome de Sjoegren, artrite reumatoide, ataxia 
cerebelar 

Fibras citoplasmaticas 

Actina, citoqueratina, tropomiosina, 
vimentina 

Hepatite cronica autoimune, dermatomiosite e outras 
doengas inflamatorias 


LES = Lupus eritematoso sistemico. 

Fonte: Adaptada de Agmon-Levin et ai, 2014. 
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MarcadoresTumorais 


■ INTRODUgAO 

O crescimento de tecidos e orgaos ocorre a partir de 
uma celula, num processo de diferenciagao. Esse processo e 
complexo e regulado. No cancer, a divisao celular perde o 
controle, frequentemente como resultado de acumulo gra¬ 
dual de multiplas muta^oes ao longo do tempo. Pequenos 
crescimentos ocorrem algumas vezes, sao bem diferenciados, 
chamados benignos. No cancer, o crescimento e perigoso, 
descrito como maligno, e e predominantemente menos di- 
ferenciado. O resultado do crescimento pode resultar em seu 
espalhamento ou metastase da doenga (Suresh MR, 2005). 

O crescimento neoplasico anormal aumenta o nivel e 
os tipos de substancias chamadas marcadores de cancer ou 
marcadores tumorais. Esses marcadores aparecem no san- 
gue e outros fluidos corporais devido a perda de polaridade 
e/ou dano anatomico do tumor. Alguns marcadores tumo¬ 
rais sao utilizados como “screening” (triagem). Os marcadores 
tumorais bioquimicos nao sao suficientemente especificos e 
sensiveis para serem adotados como definitivos, e as analises 
laboratoriais devem ser acompanhadas de atento cuidado na 
escolha do metodo e possiveis interferentes (Tabelas 27.1 e 
27.2) (Suresh MR, 2005; Sturgeon CM, et al, 2008). 


A Academia Nacional de Bioquimica Clinica (National 
Academy of Clinical Biochemistry (NACB)) publicou em 2008 
e o AACC (American Association for Clinical Chemistry ), em 
2009, um guideline pratico para laboratories clinicos com 
orientates detalhadas para a utilizagao de marcadores tumo¬ 
rais nos diferentes niveis de aten^ao em saude (Sturgeon CM, 
et al. , 2008; Sturgeon CM, & Diamandis EP, 2009). 

■ ALGUMAS RECOMENDAgOES DA 
NATIONAL ACADEMY OF CLINICAL 
BIOCHEMISTRY (STURGEON CM, ET AL., 
2008 ) 

Cancer de ovario 

O CA125 e o unico marcador que pode ser recomen- 
dado para usar em neoplasias de ovario. Novos marcadores 
sao promissores, no entanto, a sua contribuigao para o padrao 
atual de diagnostico e tratamento sao desconhecidos. Sao ne- 
cessarios mais ensaios clinicos. 

A medida do CA125 pode ser utilizada para monitorar 
a resposta a quimioterapia. A amostra deve ser colhida duas 


Tabela 27.1 Propriedades de um marcador tumoral ideal. 

• Alta sensibilidade clinica 

• Alta especificidade clinica 

• Nivel proporcional ao volume do tumor 

• Curta meia-vida para marcar rapidamente a resposta ao tratamento 

• Refletir a heterogeneidade do tumor 

• Baixos niveis em individuos saudaveis 

• Baixos niveis em doengas benignas 

• Capacidade de diferenciar tumor e metastase de estados benignos em individuos saudaveis 

• Tempo adequado para a detecgao a fim de ser util para o diagnostico e tratamento precoce 

• Ensaios laboratoriais com sensibilidade para detectar tumores no estagio I 
Fonte: Suresh MR, 2005; Sturgeon CM, et al., 2008. 
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Tabela 27.2 Requisitos analfticos e potenciais fatores que interferem na dosagem de marcadores sericos para os tumores 
de celulas geminativas. 

Marcador 

Tipo de amostra 

Requisito analitico 

Interferentes 

Marcadores estabelecidos 

Alfafetoproteina 

(AFP) 

Soro ou plasma 

Limite de deteegao 
< 1 pg/L 

Hepatites, anticorpos heterofilos, 
dano hepatico induzido por drogas, 
carcinoma hepatocelular 

Hormonio da 
Gonadotrofina 
Corionica (hCG) 

Soro ou plasma 
(urina) 

Limite de deteegao 
< 2 U/L; 

reagao cruzada com LH < 2% 

Elevagao do hCG induzida 
por quimioterapia >10 U/L, 
anticorpos heterofilos, tumores nao 
trofoblasticos produtores de hCGp 

La eta do 

desidrogenase (LDH) 

Soro 

Os valores de referenda sao metodo- 
dependentes, a decisao clinica e 
baseada no limite superior do valor 
de referenda 

Elevagao de valores causados por 
hemolise, doenga hepatica, doenga 
muscular, infarto do miocardio 

Marcadores experimentais 

hCGp 

Soro ou plasma 

Limite de deteegao 

0,5 pmol/L 

Tumores nao trofoblasticos 

LDH-1 

Soro 

Valores de referenda metodo- 
dependente 

Hemolise, doenga muscular, doenga 
cardiaca 

Fosfatase alcalina 
placentaria (PLAP) 

Soro 

Valores de referenda metodo- 
dependente 

Fumantes podem ter os niveis 
aumentados em 10 vezes 

Enolase neuronio- 
especifica 

Soro 

Valores de referenda metodo- 
dependente 

Hemolise causa resultados 
falsamente elevados 


Fonte: Suresh MR, 2005. 


semanas antes do inicio do tratamento, e subsequentemente 
a cada duas a quatro semanas durante o tratamento, e em 
intervalos de duas a tres semanas. O mesmo metodo deve ser 
empregado. 

A medida do CA125 na terapia primaria e recomendada, 
bem como no pre e pos-operatorio, pois podem ter signifi- 
cado prognostico. Niveis persistentemente elevados podem 
indicar mau prognostico. 

O CA 125 nao e recomendado para a triagem em mu- 
lheres assintomaticas. 

Cancer de mama 

Ensaios para receptores de estrogenio (ER) e de pro- 
gesterona (PR) devem ser realizados em todas as pacientes 
com cancer de mama. O objetivo e identificar pacientes que 
podem ser tratadas com terapia hormonal. ER e PR tambem 
podem ser utilizados para avaliagao prognostica, em curto 
prazo, em pacientes com diagnostico recente de cancer de 
mama. 

HER-2 (c-erbB-2) deve ser analisado em todas as pa¬ 
cientes com CA de mama invasivo. O principal objetivo e se- 


lecionar pacientes com CA de mama que possam ser tratadas 
com trastuzumab. Tambem pode identificar os pacientes que 
se beneficiam preferencialmente da quimioterapia adjuvante 
com antraciclinas. 

uPA e PAI-1 podem ser utilizados para identificar linfo- 
nodo-negativo em pacientes com cancer de mama, que nao 
precisam ou nao se beneficiariam com a quimioterapia adju¬ 
vante. uPA e PAI-1 deve ser medido por um ELISA validado, 
utilizando extratos de tumor fresco ou congelado. 

CA 15-3, BR 27,29 e CEA nao devem ser usados ro- 
tineiramente para a detecgao precoce de recidivas/metastases 
em pacientes assintomaticos com cancer de mama diagnos- 
ticado. Em combinagao com exames clinicos e de imagem, 
podem ser utilizados para monitorar quimioterapia em pa¬ 
cientes com CA de mama avangado. O aumento sustentado 
das concentrates desses marcadores sugere progressao da 
doenga. 

Testes para mutates BRCA1 e BRCA2 podem ser uti¬ 
lizados para mulheres em alto risco de desenvolver CA de 
mama ou de ovario em familias de alto risco. Nesses casos, a 
triagem deve ser iniciada aos 25 a 30 anos de idade. 
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Cancer colorretal (CRC) 

Muitos marcadores diferentes foram avaliados para 
CRC, e apenas um pequeno numero pode ser recomendado 
para clinica: 

CEA no seguimento pos-operatorio ou quimioterapia 
sistemica. 

FOBT no rastreamento de CRC inicial em individuos 
com 50 anos de idade ou mais. 

Testes geneticos para MLH1/MSH2/MSH6/PMS2 
para identificar associagao hereditaria. 

TIMP-1 e o marcador plasmatico mais promissor. Da¬ 
dos sugerem que e mais sensivel do que o CEA para CRC, 
bem como um fator prognostico independente para a doen- 
ga. Esses achados precisam ser confirmados. 

Cancer de prostata 

A medida de PSA no soro tern importancia no diagnos¬ 
tic o e no seguimento ao tratamento do CA de prostata. 

O da fragao livre do PSA (%fPSA) e recomendado na 
diferencia^ao entre homens com CA de prostata e homens 
com hipertrofia prostatica benigna. 

PSA e recomendado para monitoramento ao tratamento 
do CA de prostata. 

A amostra de sangue para dosagem de PSA deve ser 
colhida antes de qualquer manipula^ao da prostata, e varias 
semanas apos a resolugao de prostatite. Tambem devem ser 
centrifugadas e refrigeradas em ate 2 horas apos a colheita. 


Isso e importante principalmente para a dosagem do fPSA, 
que e mais labil que o PSA total. Amostras que nao serao 
analisadas em 24 horas devem ser congeladas a -20 °C. 

A contribufyao da variagao biologica intraindividual deve 
ser levada em consideragao na analise dos resultados do PSA. 

Cancer de testiculo 

Os marcadores tumorais sao de importancia central 
no diagnostico, no estadiamento, na avaliagao de risco e no 
acompanhamento de pacientes com cancer testicular. Varios 
marcadores sericos foram descritos, mas apenas AFP, hCG, 
e LDH foram completamente validados, e em que foi de¬ 
mons trado valor prognostico independente. 

A evolugao dos diagnosticos baseados em DNA revelam 
um numero de alteragoes que poderao, no futuro, permitir esta¬ 
diamento e avaliagao prognostica mais precisa do CA testicular. 
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Doengas Infecciosas 


■ INTRODUgAO 

Os seres humanos podem ser infectados e softer consequen- 
cias clinicas a pardr de numerosos e diferentes dpos de micror- 
ganismos. Na maioria dos casos a infecgao e resolvida com ou 
sem danos teciduais, promovendo a formagao de memoria imu- 
nologica (resposta adaptativa) edcaz. A reinfecg:ao e geralmente 
subclmica, e, para muitos virus e bacterias, temos vacinas. No 
entanto, algumas infecgoes causam danos substanciais aos tecidos 
e as lesoes podem se tornar cronicas. (Rouse BT, e Sehrawat S, 
2010). A transmissao dos patogenos pode ocorrer no pre-natal 
(atraves da passagem transplacentaria), no perinatal ou no pos- 
-natal (contato com sangue e secrecoes). Sao inumeros agentes 
causais e as possibilidades diagnosticas laboratoriais. 

Neste topico, abordaremos aquelas infecgoes em que o 
setor de imunologia do laboratorio clinico e muito solicitado 


— as infecg:6es TORCH — compreendendo Toxoplasmo- 
se, Treponema pallidum , Rubeola, Citomegalovirus (CMV), 
Herpes simples virus (HSV), virus da Hepatite (HAV, HBV, 
HCV), virus da imunodebciencia humana (HIV) (Neu N, et 
al, 2015), com enfoque na avaliagao da imunidade humoral. 

O dia a dia da unidade de imunologia do laboratorio cli¬ 
nico envolve em muitos momentos de avaliagao de infecg:6es 
congenitas, onde uma variedade de microrganismos, ao in- 
fectar a placenta e as membranas corionicas, causa a infecgao 
fetal (Erlebacher A, 2013). O feto atingido pode apresentar 
anomalias no crescimento e desenvolvimento com multiplas 
alterag:6es clinicas e laboratoriais. Para muitos dos patogenos 
associados as infecgoes congenitas ha tratamento e/ou estra- 
tegias de prevengao. O diagnostico precoce, incluindo os exa- 
mes pre-natais, e fundamental. 


Toxoplasmose 


Descrigao 


Transmissao 

Diagnostico 

imunologico 

laboratorial 


Observagao 


A toxoplasmose e uma zoonose cosmopolita, causada pelo protozoario Toxoplasma gondii. Apresenta 
quadro clinico variado, desde infecgao assintomatica a manifestagoes sistemicas extremamente graves. 
Do ponto de vista pratico, e importante fazer uma distingao entre as manifestagoes da doenga (ocular, 
neonatal, febril aguda, da gravidez, do imunodeprimido ou linfadenite) 

Ingestao de cistos teciduais de came malcozida; ingestao de oocistos do contato com fezes de gatos, 
solo ou comida contaminada; transfusao ou transplante de orgaos. 

Anticorpos antitoxoplasma gondii- IgM (Imunocaptura): alta taxa de falso-positivos. Anticorpo pode 
persistir na circulagao por ate dois anos apos a infecgao aguda. 

Anticorpos antitoxoplasma gondii- IgG: 

• 0 aumento significativo dos niveis de anticorpos da classe IgG indica a presenga de infecgao ativa. 
Niveis de anticorpos IgG baixos e estaveis podem representar infecgoes cronicas, passadas ou 
persistentes. Urn teste negativo praticamente descarta uma condigao clinica suspeita, fazendo-se 
necessaria nova sorologia para descarte, de oito a dez dias apos a primeira. 

Teste de avidez de anticorpos IgG especificos: 

• Auxilia na determinagao do tempo de infecgao. Anticorpos de alta avidez indicam que a infecgao 
aguda ocorreu ha tres ou quatro meses. 

Anticorpos antitoxoplasma gondii- IgA (Imunocaptura): 

• Para alguns autores e mais sensivel que a detecgao dos anticorpos IgM especificos, com resultados 
positivos por oito meses ou mais. 

Reagao em cadeia da polimerase (PCR), muito utilizada na analise do liquido amniotico, auxilia na 
determinagao da infecgao fetal e tambem na analise do liquido cerebroespinhal (liquor). 


Fonte: Neu N, et al., 2015; Ministerio da Saude, 2010; Takei K. 2007. 









Tratado de Analises Clinicas 


Treponema pallidum (sffilis) 


Descrigao 

Sffilis e uma doenga infectocontagiosa sistemica, de evolugao cronica, com manifestagoes cutaneas 
temporarias, provocadas por uma espiroqueta, Treponema pallidum. Sua evolugao e dividida em recente 
e tardia. 

Transmissao 

A transmissao da sffilis adquirida e sexual, na area genitoanal, na quase totalidade dos casos. Na sffilis 
congenita, ha infecgao fetal via hematogenica, em qualquer fase gestacional ou estagio clfnico da 
doenga materna. A transmissao por transfusao sangufnea e rara nos dias atuais. 

Diagnostico 

imunologico 

laboratorial 

Testes sorologicos nao treponemicos: VDRL (Veneral Disease Research Laboratories), RPR (Rapid Plasma 
Regain test) - detectam anticorpos cardiolipfdicos. Recomendada diluigao da amostra para evitar efeito 
pro-zona. 

O VDRL e indicado para o diagnostico e seguimento terapeutico, por ser semiquantitativo. A 
sensibilidade do teste, na fase primaria, e de 78%, elevando-se nas fases secundaria (100%) e latente 
(cerca de 96%). A especificidade do teste e de 98%. Apos institufdo o tratamento, o VDRL apresenta 
queda progressiva nas titulagoes, podendo resultar reagente por longos perfodos, mesmo apos a cura 
da infecgao (cicatriz sorologica). 

Testes sorologicos treponemicos: Confirmagao de testes nao treponemicos reativos: FTA.ABS 
(Fluorescent antibody absortion); MHA.TP (micro-hemaglutinagao para T. pallidum); 

T. pallidum (enzima imunoensaio); T. pallidum aglutinagao de partfculas. A sensibilidade dos testes 
treponemicos na sffilis adquirida e de 84% na fase primaria, de 100% nas fases secundaria e latente, e 
de cerca de 96% na sffilis terciaria 


Observagao 0 comprometimento do sistema nervoso e comprovado pelo exame do liquor. 

Fonte: Neu N, et oi, 2015; Ministerio da Saude, 2010. 


Rubeola 


Descrigao 

Doenga exantematica viral aguda, causada por urn vfrus RNA de cadeia simples. E caracterizada por 
febre baixa e exantema maculopapular, que e precedido, em cinco a dez dias, por linfadenopatia 
generalizada. Adolescentes e adultos podem apresentar poliartralgia, poliartrite, conjuntivite, coriza 
e tosse. Cerca de 25% a 50% das infecgoes pelo vfrus da rubeola sao subclfnicas. Tern curso benigno, 
e toda sua importancia epidemiologica esta relacionada a sfndrome da Rubeola Congenita, quando 
a doenga ocorre nos cinco primeiros meses da gestagao, podendo resultar em aborto, natimorto, 
malformagoes congenitas. 

Transmissao 

Direta, pelo contato com secregoes nasofarfngeas de pessoas infectadas. 

A infecgao e adquirida por via intrauterina (transmissao vertical). Prevengao pela vacinagao. 

Diagnostico 

imunologico 

laboratorial 

Anticorpos antirrubeola-IgM (imunocaptura): se reagente, confirmar o caso (aumento nas 
concentrates sericas dos anticorpos antirrubeola-IgG). 

Anticorpos antirrubeola-IgG: reagente estavel e/ou em nfveis baixos em amostras pareadas (em oito 
a dez dias apos a primeira), praticamente descarta a condigao clfnica suspeita de rubeola (paciente 
imune); reagente em nfveis significativamente ascendentes indica suspeita de contato recente e deve ser 
confirmado. 

Anticorpos antirrubeola-IgG avidez: auxiliam na exclusao de contato recente com o vfrus da rubeola. 

Investigate suspeita de rubeola congenita: O feto infectado e capaz de produzir anticorpos 

especfficos da classe IgM e IgG antirrubeola, antes mesmo do nascimento. A presenga de anticorpos IgM 
especfficos no sangue do recem-nascido e evidencia de infeegao congenita e deve ser confirmada. Os 
anticorpos IgM podem ser detectados em 100% das criangas com sfndrome da rubeola congenita ate o 

5 e mes; em 60%, entre o 6- e o 1 2- mes; e em 40%, do 1 2 Q ao 18- mes. 

Observagao 

A coleta de sangue deve ser feita logo no primeiro contato com caso suspeito. Amostras coletadas 
apos 28 dias sao consideradas tardias, mas mesmo assim devem ser encaminhadas ao laboratorio 
para a realizagao da pesquisa de anticorpos IgM especfficos. E importante ressaltar que resultados nao 


reagentes para IgM nao descartam a possibilidade de infecgao recente pelo virus da rubeola 

Fonte: Neu N, et at, 2015; Ministerio da Saude, 2010. 
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Doencas Infecciosas 


Citomegalovirus (CMV) 

Descrigao 

Citomegalovirus (CMV) e um virus de DNA de cadeia dupla, um membro da familia Herpesviridae. 
CMV geralmente provoca uma infecgao assintomatica ou apresenta sintomas semelhantes aos 
da gripe leve; depois, ele permanece latente durante toda a vida e pode reativar. Em individuos 
imunocomprometidos a doenga sintomatica geralmente se manifesta como uma sindrome 
de mononucleose. Doenga sintomatica de CMV pode afetar quase todos os orgaos do corpo, 
resultando em febre de origem desconhecida, pneumonia, hepatite, encefalite, mielite, colite, 
uveite, retinite, e neuropatia. Em pacientes com infecgao por HIV, CMV envolve todo o trato 
gastrintestinal. A retinopatia e a manifestagao mais comum da doenga CMV em pacientes que sao 
HIV positivo. A infecgao congenita e comum, e os bebes podem ser acometidos com manifestagoes 
que incluem perda auditiva neurossensorial, deficiencia visual, retardo mental e defeitos cognitivos; 
4% das criangas infectadas nao sobrevivem. 

Transmissao 

O CMV e transmitido por contato da superficie mucosa com a secregao infectada (saliva, urina, 
sangue, leite materno, secregoes), transfusoes e transplante de orgaos. 

Diagnostics 

Imunologico 

laboratorial 

Anticorpos anti-CMV-IgM (imunocaptura): marcador transitorio sensivel de infecgao primaria 
com especificidade limitada. 

Anticorpos anti-CMV-IgG: sao detectados precocemente, com pico em um a dois meses apos 
o inicio da infecgao e persistem pela vida toda (Figura 28.1). Os anticorpos anti-CMV-IgG-Avidez 
tern se mostrado um marcador sensivel e especifico, muito util na avaliagao diagnostica diferencial 
da infecgao primaria citomegalica. IgG especifica de alta avidez exclui infecgao primaria. 

Observagoes 

Testes moleculares quantitativos tern apresentado alta correlagao com a doenga citomegalica 
pos-transplante. A antigenemia para CMV tern sido utilizada com sucesso em muitos centros de 
transplantes. No entanto, nao se correlaciona de modo eficiente com a cinetica de replicagao do 
virus. Foi demonstrado em infecgoes primarias por CMV dissociagao entre as curvas de DNAemia e 
antigenemia CMV. 

Fonte: Prince HE, e Lape-Nixon M 2014; Gerna G, e Lilleri D, 2006; Takei K, 2007. 



0123456789 

Semanas apos infecgao 


Figura 28.1 Cinetica da resposta imune humoral da infec^ao pelo CMV. 
(CMV IgM, IgG, e IgG avidez). 

Fonte: Prince HE, e Lape-Nixon, 2014. 
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Tratado de Analises Clinicas 


Herpes simples (HSV) 


Descrigao 0 virus Herpes Simples e comumente associado a lesoes de membranas mucosas e pele, ao redor da cavidade 
oral (herpes orolabial) e da genitalia (herpes anogenital). Ha dois tipos de virus: o tipo 1, responsavel por 
infecgoes na face e no tronco, e o tipo 2, relacionado as infecgoes na genitalia e de transmissao geralmente 
sexual. Ambos podem infectar qualquer area da pele ou das mucosas. As manifestagoes clinicas sao distintas 
e relacionadas ao estado imunologico do hospedeiro. Alem dos quadras nos imunodeprimidos, de grande 
importance, a infecgao herpetica congenita/perinatal, a doenga neurologica. 

Transmissao A transmissao se da pelo contato direto com lesoes ou objetos contaminados, pelo contato sexual, 
transfusoes de sangue e transplante de orgaos. 

Diagnostico A pesquisa de anticorpos especificos (anti-HSV-IgG e anti-HSV-IgM) tern importance na identificagao 
Imunologico da soroprevalencia ou confirmagao da soroconversao. Os testes imunoenzimaticos podem ser tipo- 
laboratorial especificos se utilizarem proteinas recombinantes gGI e gG2. 

0 diagnostico da infecgao herpetica e eminentemente clinico. 0 diagnostico citologico pode ser utilizado. 
0 isolamento do virus e a tecnica mais especifica. A reagao em cadeia da polimerase e altamente sensivel. 

Fonte: Ministerio da Saude, 2010; Takei K, 2007. 


Hepatite A 

Descrigao 

Doenga viral aguda, causada pelo virus RNA da familia Picornaviridae, de manifestagoes clinicas variadas, 
desde formas subclinicas, oligossintomaticas e ate fulminantes (entre 2% e 8% dos casos). 

Transmissao 

Fecal-oral, agua, pessoa a pessoa, alimentos e objetos contaminados. 

Transmissao e parenteral (transfusao) sao muito raras, devido ao curto periodo de viremia. 

Diagnostico 

Imunologico 

laboratorial 

Anticorpo anti-HAV IgM e positivo na infecgao aguda (desde o inicio da sintomatologia). 

Anticorpo anti-HAV IgG e positivo na infecgao passada e na vacinagao (e detectado uma semana apos o 
inicio dos sintomas, que se mantem ao longo da vida). 

Fonte: Ministerio da Saude, 2010. 


Hepatite B 


Descrigao Doenga viral causada pelo virus DNA da familia Hepadnaviridae, que cursa de forma assintomatica ou 
sintomatica (ate formas fulminantes). As formas sintomaticas sao caracterizadas por mal-estar, cefaleia, 
febre baixa, anorexia, astenia, fadiga, artralgia, nauseas, vomitos, desconforto no hipocondrio direito 
e aversao a alguns alimentos. Algumas pessoas desenvolvem a forma cronica, mantendo urn processo 
inflamatorio hepatico por mais de seis meses. 0 risco de cronificagao depende da idade na qual ocorre 
a infecgao. Assim, em menores de urn ano de idade chega a 90%, entre urn e cinco anos o risco varia 
entre 20% e 50%, e em adultos, entre 5% e 10%. Portadores de imunodeficiencia congenita ou adquirida 
evoluem para a cronicidade com maior frequencia. 

Transmissao Via sexual, por transfusoes de sangue, procedimentos medicos e odontologicos, hemodialises sem 
as adequadas normas de biosseguranga, pela transmissao vertical (mae-filho), por contatos intimos 
domiciliares, acidentes perfurocortantes. 

Diagnostico HBsAg (antigeno de superficie da hepatite B): fase aguda. Sua presenga por mais de 24 semanas e 

imunologico indicativa de hepatite B cronica. 

laboratorial Anticorpos contra o antigeno do core (Anti-HBc): 

• Anti-HBc-IgM: primeiro anticorpo a ser detectavel apos o inicio da infecgao. 

• Anti-HBc-IgG: e detectavel por muitos anos, marca uma exposigao ao HBV no presente ou no 
passado. Os kits que medem anticorpos anti-HBc totais detectam IgM e IgG anti-HBc). 

• HBeAg: e detectado no sangue logo apos a detecgao do HBsAg. Sua presenga esta associada a intensa 
replicagao viral, podendo persistir por dez semanas na hepatite B aguda. 

• Anti-HBe: a produgao de anticorpos contra o antigeno HBe e associada a urn bom prognostico, com a 
diminuigao da replicagao viral e o inicio da resposta imune protetora a hepatite B. 

• Anti-HBs: e o ultimo marcador a ser detectado, geralmente entre uma e dez semanas apos a 
negativagao do HBsAg. Indica imunidade ao HBV. 

Fonte: Ministerio da Saude, 2010; Takei K, 2007. 
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Doencas Infecciosas 


Hepatite C 

Descriqao 

Doenqa viral, com infecqoes assintomaticas ou sintomaticas (ate formas fulminantes, raras), 
causada por virus RNA com seis genotipos principals. A taxa de cronificaqao varia entre 60% e 

90%, sendo maior em funqao de alguns fatores do hospedeiro (sexo masculino, imunodeficiencias, 
idade maior que 40 anos). Em media, de 1/4 a 1/3 dos pacientes evolui para formas histologicas 
graves, num periodo de vinte anos. Esse quadro cronico pode ter evoluqao para cirrose e 
hepatocarcinoma, fazendo com que o HCV seja, hoje em dia, responsavel pela maioria dos 
transplantes hepaticos no Ocidente. 

Transmissao 

A transmissao ocorre, principalmente, por via parenteral. A transmissao sexual pode ocorrer 
em pessoas com multiplos parceiros e com pratica sexual de risco. A transmissao intrauterina e 
incomum. 

Diagnostico 

imunologico 

laboratorial 

Anticorpos anti-HCV-IgG: indica contato previo com o agente, entretanto nao define se e infecqao 
aguda ou pregressa e curada espontaneamente, ou se houve cronificaqao da doenqa. A present 
do virus deve ser confirmada pela pesquisa qualitativa e quantitativa do HCV-RNA e genotipagem. 

Fonte: Neu N, et ai, 2015; Ministerio da Saude, 2010; Takei K, 2007. 


Virus da imunodeficiencia humana (HIV) 

Descriqao 

O virus da imunodeficiencia humana (HIV) e urn retrovirus da familia Lentiviridae. Causa uma 
grave disfunqao do sistema imunologico, a medida que vao sendo destruidos os linfocitos T CD4+, 
uma das principals celulas-alvo do virus. 

Transmissao 

Via sexual, sangue, leite materno, transplantes de orgaos, transfusoes, acidentes com materials 
perfurocortantes. 

Diagnostico 

imunologico 

laboratorial 

Contagem de celulas TCD4+: marcador utilizado tanto para estimar o prognostico e avaliar a 
indicaqao de inicio de terapia antirretroviral quanto para definiqao de casos de Aids. 

Os testes diagnostics sao baseados na detecqao de anticorpos anti-HIV, do RNA do HIV e de 
componentes do virus no sangue como o antigeno P24. A pesquisa de anticorpos e a mais 
empregada na identificaqao dos infectados e baseia-se em imunoensaios marcados. 

Os imunoensaios estao sujeitos a resultados falso-positivos e falso-negativos. Todas as amostras 
com resultados positivos ou inconclusivos nos testes de triagem necessitam ser submetidos a urn 
teste confirmatorio antes da liberaqao do resultado final ao paciente. 

As Figuras 28.2, 28.3, apresentam os marcadores sanguineos da infecqao e o fluxograma 
diagnostico laboratorial para detecqao precoce da infecqao. publicados pelo Ministerio da Saude 
no Manual Tecnico para Diagnostico de HIV/AIDS de 2013. 

Observances 

Os algoritmos para o diagnostico laboratorial da infecqao pelo HIV/Aids que estabelecem os 
procedimentos sequenciados e disponibilizado pelo Ministerio da Saude em www.aids.gov.br. 

Fonte: Ministerio da Saude, 2013; Ministerio da Saude, 2010; Takei K, 2007. 



Figura 28.2 Marcadores da infec^ao pelo HIV na corrente sangumea de acordo com o periodo que surgem, apos a infec^ao, seu desapareci- 
mento ou manuten^ao ao longo do tempo. 

Fonte: Adaptada de Ministerio da Saude, 2013. 
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Tratado de Analises Clinicas 


Amostra 
(soro ou 
plasma) 


Realizar 
IE 4 a G (Tl) 



Amostra 
nao reagente 
para HIV 1 


Resultado 

indeterminado 1 


1 Em caso de suspeita de infec^ao pelo HIV, uma nova amostra devera ser coletada 30 dias apos a data 
da coleta desta amostra. 

2 Coletar uma segunda amostra para repetir IE 4 a 0 para concluir o resultado 


Legenda: | | | | Processo predefinido 


n Processo 


o 


Exige 


uma tomada de decisao 


C Finalizador 


Figura 28.3 Imunoensaio de 4 a gerapao + teste molecular - permite a detecpao mais precoce da infecpao pelo HIV. 
Fonte: Adaptada de Ministerio da Saude, 2013. 
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Montagem e Gerenciamento do 
Laboratorio de Microbiologia 


■ INTRODUgAO 

Pelo menos uma vez em nossa trajetoria profissional e 
possivel estarmos envolvidos com um projeto de montagem 
de um laboratorio, seja na construgao de novas instalagoes fi- 
sicas ou reforma de uma estrutura j a existente, com adaptagao 
aos novos avangos tecnologicos na area, ou revisao de normas 
e recomendagoes que afetam a construgao de um laborato¬ 
rio, estabelecendo de forma objetiva os requisitos minimos a 
serem considerados. 

Na atividade das Analises Clinicas a estrutura laboratorial 
necessita constantemente se adequar as novas exigencias ou 
demandas de mercado, com mudan^as que envolvem projetos 
de construgao/expansao, visando implantar novas tecnologias 
ou devido as exigencias estabelecidas pelas agendas regula- 
doras para acreditagao, fiscalizagao e otimizagao dos processos 
ou melhoria na produtividade. 

O assunto e um tanto esteril em termos de publica^oes 
disponiveis, e, na maioria dos casos, e utilizada a vivencia profis¬ 
sional dos mais experientes, aliada a disponibilidade de manuais 
ou normas direcionadas para instituigoes publicas, que devem 
ser adaptadas para laboratories privados. Por outro lado, e bas- 
tante utilizado o recurso de visitas tecnicas a outras empresas ja 
instaladas, na tentativa de assimilar inovagoes ou solugoes prati- 
cas adotadas a situgoes especificas. Considerando-se, ainda, que 
a ideia e geralmente de montagem de um laboratorio como 
um todo, torna-se dificil elaborar um projeto isolado para um 
setor em particular, considerando a interligagao e a dinamica 
de funcionamento das diversas especialidades que compoem o 
laboratorio clinico, seja hospitalar ou ambulatorial, privado ou 
vinculado a uma instituigao publica. 

Os avan^os na tecnologia e a implementagao de novos 
conceitos na legislate dos cuidados em saude tern adicio- 
nado uma significativa complexidade na pratica atual de ser- 
vigos laboratoriais, cuja area inclui as etapas pre-analitica 
(solicitagao, obtengao e transporte de amostras), que em microbio¬ 
logia tern papel fundamental, bem como a etapa analitica 
(;realizagao do exame no menor tempo possivel) , e a fase pos-ana- 
litica (preparagao, transmissao dos resultados e arquivo de dados). 


Os principios abordados podem ser aplicados tanto a pe- 
quenos como a grandes estruturas, necessitando apenas de 
configurates mais complexas no ultimo caso. Por outro lado, 
e importante lembrar que um ambiente seguro e agradavel 
influi de forma positiva, aumentando a eficiencia do pessoal 
e incrementando a produtividade. Com esta fmalidade, o pla- 
nejamento do laboratorio comega com uma analise detalhada 
dos principais fatores que influenciarao o rumo e os resulta¬ 
dos dessa etapa preliminar, e dentro desse contexto devem ser 
inseridos os aspectos especificos do setor de microbiologia. 
Alguns outros fatores podem surgir em forma de restri^oes 
ou de condigoes limitantes a execugao plena do projeto. 

■ PRINCIPIOS DO PLANEJAMENTO 

Os principais aspectos do planejamento de um laborato¬ 
rio sao: seguranga do pessoal, protegao da amostra, precisao 
dos resultados, eficiencia no fluxo de trabalho, assim como 
a prote^ao do meio ambiente e dos riscos provenientes das 
atividades realizadas no seu interior. As necessidades e carac- 
teristicas sao unicas e especificas para cada projeto de labo¬ 
ratorio, no entanto muitos aspectos gerais e principalmente 
aqueles de natureza tecnica podem ser extrapolados e utiliza- 
dos com as devidas adaptagoes em outras situates. 

Projetos desse tipo tornam-se frequentemente obsoletos 
em poucos anos, razao pela qual se deve atentar para uma 
elevada flexibilidade operacional que permita adaptagoes aos 
novos avangos tecnicos. O sucesso de um projeto depende 
do planejamento previo, adequando-se o organograma e o 
fluxograma do laboratorio a programagao pretendida, de 
modo que o resultado final possa oferecer condigoes tecnicas 
adequadas ao trabalho, aliado a uma aparencia esteticamente 
agradavel. 

Como em diversas outras areas da atividade produti- 
va, atualmente existe um elevado grau de profissionaliza- 
gao no trabalho laboratorial, refletida pelo recrutamento de 
profissionais que contemplem, alem da area de diagnostico 
propriamente dita, um suporte em atividades como adminis- 
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tragao de pessoal, marketing , informatizagao, relagoes humanas, 
e programa^ao visual. Surgem, entao, as grandes corporagoes, 
que atualmente direcionam suas atividades para a prestagao 
de servigos de suporte a empresas menores, acompanhando 
uma tendencia global que deve ser considerada por ocasiao 
das diversas etapas de planejamento. Utilizando os dados li- 
niciais, os problemas de organizagao sao definidos em varias 
etapas sequenciadas: 

a) Estudo preliminar: estudo de viabilidade que visa 
a escolher as alternativas que melhor correspondam 
aos objetivos tragados ou pretendidos. 

b) Anteprojeto: etapa conduzida com assessoria 
qualificada, com definigao tecnica e dimensional da 
solugao proposta, contendo a indica^ao precisa de 
todos os componentes e materials a serem utilizados. 

c) Projeto executivo: elaborado para atender as exi¬ 
gences tecnicas, com a descri^ao de todos os deta- 
lhes tecnicos, que irao orientar a montagem ou a 
instalagao de todos os elementos previstos no sistema 
proposto. 

Nessa etapa sao definidas as necessidades especificas dos 
itens a seguir discriminados, em decorrencia do volume de 
trabalho previsto ou da demanda projetada: 

■ Numero de ambientes e defmigao da area total necessa- 
ria em m 2 . 

■ Sistemas de iluminagao e ventila^ao. 

■ Revestimento ceramico de piso e pintura das paredes. 

■ Rede hidraulica, eletrica e de telefonia: localizagao e 
dimensionamento. 

■ Computagao: interliga^ao dos setores, com interface de 
equip amentos. 

■ Programagao visual: sinalizagao, identificagao dos setores 
e quadros de avisos. 

■ Mobiliario: bancadas modulares, bancos, cadeiras, arma- 
rios e mesas de trabalho. 

■ CARACTERISTICAS PARA A CONSTRUgAO 
DE UM LABORATORIO 

Tamanho do ambiente 

Nao existe um criterio definido sobre as medidas que os 
laboratories devem ter, mas apenas recomendagoes contidas 
em algumas normas tecnicas de acordo com o volume de 
trabalho a ser realizado e no pessoal necessario a essa fungao. 
Devera haver algumas consideragoes a respeito das atividades 
a serem desenvolvidas, e, desse modo, os laboratories que de- 
senvolvem atividades de ensino/pesquisa, alem de sua fungao 
assistencial, requerem um espago maior para a realizagao des- 
sas tarefas, com uma proje^ao minima da expansao. Diferentes 
normas tecnicas estabelecem que os espagos destinados aos 
laboratories clinicos devam atender a alguns requisitos espe- 
cificos, especialmente a area de microbiologia, cujo trabalho 
requer condi^oes especiais de seguranga. 


E recomendado que o espa^o destinado a atividade labo- 
ratorial tenha de 14 a 18 m 2 por tecnico, e que esse pessoal 
seja proporcional a capacidade instalada do setor. Os postos 
ou estates de trabalho situados em mesas ou bancadas de¬ 
vem ter uma superficie de trabalho de 50 x 1,60 metro, e 
altura de 75 a 90 centimetros, para que possa proporcionar 
equilibrio e comodidade. As cadeiras ou bancos devem ser 
alcochoados e com respaldo, com largura de 40 cm, profundi- 
dade de 38 a 42 cm, e serem regulaveis em altura. Alem disso, 
todos os equipamentos do laboratorio devem estar situados 
em espagos que permitam seu facil manuseio, e que sejam 
suficientemente amplos para permitir trabalhos de limpeza, 
manuten^ao e eventual conserto. 

Divisoes das areas 

A diferenciagao dos locais especificos de execugao dos 
exames do restante das areas auxiliares per mite melhor con- 
trole do risco, diminuindo os custos na gestao de residuos e 
determinagao dos sistemas de ventila^ao e refrigeragao. Algu¬ 
mas normas tecnicas especificas estabelecem que a manipu- 
lagao de agentes biologicos deva ser executada em areas com 
seus correspondentes niveis de conten^ao. Todas as areas de 
trabalho devem ser sinalizadas com o simbolo de risco bio- 
logico, o correspondente nivel de contengao adotado, assim 
como etiquetas indicando: risco biologico ou medidas de prote- 
gao obrigatorias. O termo contengao e usado para descrever os 
metodos de seguranga utilizados na manipulagao de materiais 
infecciosos em um local onde estejam sendo manejados ou 
mantidos, sendo seu objetivo reduzir ou eliminar a exposigao 
da equipe de trabalho, de outras pessoas e do meio ambiente 
em geral aos agentes potencialmente perigosos. 

A contengao primaria consiste na prote^ao da equipe 
do laboratorio e do meio de trabalho contra a exposigao aos 
agentes infecciosos, proporcionada por um bom desempenho 
tecnico em microbiologia e pelo uso dos equipamentos de 
seguranga adequados. Nesse contexto, o uso de vacinas pode 
fornecer um elevado nivel de prote^ao pessoal. Ja a conten- 
gao secundaria envolve a prote^ao do meio ambiente externo 
ao laboratorio contra a exposigao aos materiais infecciosos, 
sendo proporcionada pela combinagao de um projeto das 
instalagoes fisicas aliadas as boas praticas operacionais. Dessa 
forma, os tres elementos de contengao incluem: a) pratica e 
tecnica laboratorial; b) equipamento de seguran^a; e c) pro¬ 
jeto das instalagoes fisicas. A avaliagao do risco do trabalho a 
ser realizado com um agente especifico determinara a com- 
binagao adequada desses tres elementos. 

a) Area administrativa: O laboratorio deve contar 
com alguns espagos destinados a aspectos adminis- 
trativos, que geralmente se localizam proximos a en- 
trada, o que facilita o acesso do pessoal externo sem 
interferir nas atividades analiticas. E o local onde 
geralmente sao instalados os computadores para 
emissao de laudos, analises de resultados, elaboragao 
de mapas, planilhas e banco de dados. 

b) Coleta e/ou recep£ao de amostras clinicas: O 
material destinado ao setor de microbiologia e obti- 
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do na area de coleta geral do laboratorio de Analises 
Clinicas, seguido de uma triagem. No entanto, existe 
uma pratica corrente do recebimento de amostras 
oriundas de outros servigos e de hospitals conve- 
niados, devendo-se nesses casos serem adotados 
criterios rigorosos na aceitabilidade das amostras, 
levando-se em consideragao aspectos como: tempo 
entre a coleta e a chegada do material ao laboratorio, 
condigoes de transporte e manutengao das amostras 
clinicas, meios de transporte utilizados, refrigeragao 
do material etc. 

c) Area de trabalho (analitica): Local em que os 
exames sao efetivamente realizados, possuindo ca- 
racteristicas especificas e, portanto, barreiras de con- 
tengao. Deve-se dar especial atengao a instalagao de 
bicos de gas, segundo normas de seguranga, assim 
como a presenga de pias para coloragao de laminas 
e lavagem de maos. A instalagao de gas deve ser feita 
na area externa, e em local seguro e ventilado, co- 
nectado mediante tubulagao (geralmente de cobre) 
as bancadas de trabalho, onde se instalam os bicos 
utilizando-se mangueiras de pressao padronizadas. 

d) Area de preparo de meios de cultura: Existe 
uma tendencia para a aquisigao de meios e reagentes 
pre-fabricados, no entanto para os laboratories que 
preparam os meios de cultura devem dispor de um 
local proximo a area de esterilizagao. Apos o preparo 
e teste de esterilidade, os meios sao armazenados 
em refrigeradores proprios, diferenciados dos que 
se destinam ao armazenamento de amostras clinicas 
(emfase analitica) ou material para descarte ( armaze¬ 
namento temporario). 

Limpeza, esterilizapao e eliminapao de residuos 

E cada vez mais rotineiro o uso de materials descarta- 
veis, assim como meios de cultura e reagentes comerciais 
preparados, diminuindo muito o trabalho de lavagem e este- 
rilizagao. Desse modo, a area destinada a essa finalidade deve 
adaptar-se aos protocolos adotados, que deve estar de acordo 
com as normas vigentes de eliminagao de residuos. As insta- 
lagoes e os equipamentos dessa area devem atender ao nivel 
de contengao correspondente, e com acesso restrito apenas 
para pessoal treinado. A area deve dispor de pelo menos um 
refrigerador (para material a ser descartado), autoclave e estu- 
fa de alta temperatura para esterilizagao, instalados segundo 
normas especificas, com troca permanente de ar no ambiente 
destinado a essas atividades. 

As salas destinadas ao trabalho de microbiologia deverao 
ter piso com revestimento ceramico, as paredes devem ter 
acabamento de material facilmente lavavel, e a iluminagao 
devera ser adequada. As bancadas destinadas a realizagao de 
exames devem ter revestimento impermeavel ( laminado plas- 
tico, ago inoxidavel ou pintura epoxi ) para oferecer durabilidade, 
assim como facilitar a limpeza e a descontaminagao. 


O ambiente laboratorial, de preferencia refrigerado, deve 
oferecer condi^oes para circulagao do ar, no entanto, a area 
de processamento de amostras devera ser mais confmada, evi- 
tando-se o fluxo direto de ar. Apesar de nao constituir uma 
condigao indispensavel ao funcionamento da rotina do setor, 
e importante dispor de uma capela de fluxo laminar, onde o 
trabalho de inoculagao de amostras sera realizado com ris- 
co minimo de contaminagao. Nos laboratories destinados ao 
manuseio e cultivo de amostras de escarro com isolamento de 
Mycobacterium tuberculosis e recomendado dispor de uma sala 
especifica para esta finalidade. 

■ RECURSOS MATERIAIS 

O equipamento, assim como a aparelhagem minima e o 
material de consumo necessario ao funcionamento de um 
laboratorio devem estar dimensionados tambem de acordo 
com a demanda de trabalho, e varia de acordo com o tipo e 
dimensoes, constando de: 

1. Equipamento e mobiliario basico: Autoclave verti¬ 
cal, Estufa de Esteriliza^ao, Estufa Bacteriologica, Balanga 
semi-analitica, Destilador, Centrifuga, Microscopio bino¬ 
cular, Forno de Micro-ondas; Refrigeradores, Bancadas e 
Armarios Padronizados. 

2. Material permanente/diverso: Pingas, Algas, Espatulas, 
Estantes etc. 

3. Vidraria: baloes, placas, provetas, laminas, tubos, frascos 
etc. 

4. Reagentes, meios de cultura e material de limpe¬ 
za: Meios de cultura desidratados, substancias usadas na 
preparagao de reagentes, material de limpeza, e outros 
itens de consumo — dificeis de serem listados — depen- 
dem do tipo e volume da rotina a ser adotada. A utili- 
zagao de meios descartaveis determina uma altera^ao na 
rotina, e nesse caso ha substancial redu^ao do material 
em estoque, assim como do espago fisico necessario. 

■ RECURSOS HUMANOS 

Os recursos humanos do setor de microbiologia estao 
na razao direta da demanda de exames e tipo de rotina a ser 
estabelecida. 

a) Nivel superior: profissional(is) especializado(s) em 
microbiologia e com fun^oes de supervisao, admi- 
nistragao, execugao e controle de qualidade. 

b) Nivel medio/basico: tecnico(s) responsave(is) 
pelo preparo de reagentes e meios, trabalho de ban- 
cada e treinados no desempenho de outras fungoes 
como limpeza geral e manuten^ao do laboratorio. 
Toda a equipe deve saber manusear e aferir o fun¬ 
cionamento de todos os equipamentos existentes no 
setor, ter conhecimento de como agir em situates 
de emergencia, e ser identificada com o manejo e 
localizagao dos equipamentos de seguranga. 
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■ GERENCIAMENTO FINANCEIRO E 
ADMINISTRATIVO 

A aquisigao de qualquer material devera ser baseada em 
criterios tecnicos e principalmente em aspectos ligados a cus- 
tos e desempenho dos equipamentos ou reagentes utilizados. 

a) Custo direto ou total: custo do material acrescido 
do custo do trabalho. 

b) Custos indiretos: representam um percentual de 
40% a 50% do total. 

■ Supervisao do setor: desempenho dos testes. 

■ Controle de qualidade: inter no e externo. 

■ Conservagao e manutengao de equipamentos: 
map as de controle. 

■ Educagao continuada: cursos, congressos, treina- 
mento etc. 

■ Infraestrutura: instalagoes fisicas, agua, luz, telefo- 
ne, computagao. 

■ Taxas/licencas anuais e depreciacao do equipamento. 

c) Controle administrativo: compete ao diretor- 
-geral ou supervisor do setor, e esta relacionado ao 
controle dos seguintes itens: 

■ Entrada e saida de material de consumo: cadastro 
de fornecedores 

■ Reposigao de material: planejamento e aquisi^ao 

■ Controle, registro e liberagao de resultados: com 
padronizagao de laudos. 

■ CONTROLE DE QUALIDADE 

Um programa de Controle de Qualidade (CQ) tern 
como objetivo primario assegurar e garantir a exatidao dos 
resultados, sendo sua meta permanente a melhoria do labo¬ 
ratorio atraves da avaliagao periodica, educagao continuada 
e atualizagao tecnica, de modo que fica dificil conceber o 
funcionamento de um laboratorio sem o suporte eficaz de 
um programa de CQ. 

a) Controle de pessoal: e essencial a participagao 
de pessoal experiente e treinado para a realizagao 
de testes com fmalidade de aferir o desempenho do 
laboratorio. 

b) Manual de procedimentos: procedimento opera- 
cional padrao (POP), compilagao de todos os testes 
realizados no laboratorio, escritos em formato passo a 
passo, o que possibilita uma padronizagao do trabalho. 

Controle de qualidade interno 

Sao necessarios alguns procedimentos definidos: 

■ Padronizagao de tecnicas de coleta, transporte e manu- 
tengao de amostras. 

■ Controle do funcionamento e manutengao de equipa¬ 
mentos: mapas. 

■ Controle de meios e provas de identifica^ao: linhagens 
bacterianas padronizadas. 


Controle de qualidade externo 

Vinculagao a um orgao ou instituigao com a fmalidade 
de proceder a realizagao de testes de proficiencia utilizando 
procedimentos comparativos com material externo. Deste 
modo, e realizada a avaliagao dos procedimentos, reagentes 
e equipamentos, detectando-se altera^oes em varios niveis. 

Atualmente estao disponiveis programas ligados a asso¬ 
ciates vinculadas a atividade laboratorial, destacando-se o 
Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ) da 
Sociedade de Analises Clinicas (SBAC), que oferece material 
bibliografico para consulta, assim como suporte adequado em 
termos de treinamento, cursos e assessoria tecnico-cientifica 
de alto padrao. 

■ INTRODUCED A ROTINA DE 
MICROBIOLOGIA CLINICA 

O diagnostico das doengas de natureza bacteriana, ge- 
ralmente, esta fundamentado na detec^ao e identificagao do 
agente etiologico responsavel pelo quadro clinico. Utilizan- 
do-se nessa tarefa de tecnicas de cultivo, isolamento e iden- 
tificagao, complementadas com testes de sensibilidade aos 
antimicrobianos, que possam ser adotadas como rotina em 
um laboratorio de Microbiologia Clinica. 

O estabelecimento de uma rotina bacteriologica torna- 
-se dificil, muitas vezes, pela falta de padronizagao de tecnicas 
corretas, que permitam concluir, com seguranga e rapidez, a 
identificagao dos microrganismos. A existencia de inumeros 
meios de cultura, das mais diversas origens e com fmalidades 
praticamente identicas, forga o profissional a estabelecer uma 
rotina bacteriologica que seja ao mesmo tempo eficiente e 
economica. A aplicagao de um conjunto de procedimentos, 
de modo pratico e objetivo, requer certa experiencia em bac- 
teriologia, e alem de um estudo sistematico dos principais 
generos e especies patogenicas, e indispensavel considerar al¬ 
guns aspectos de importancia basica na selegao adequada de 
tecnicas laboratoriais. 

Controle de esterilidade 

Um rigoroso controle de todo o material utilizado no 
laboratorio e um dos procedimentos basicos para seu bom 
funcionamento, envolvendo desde a limpeza geral de pisos e 
bancadas, ate a criteriosa esterilizagao de todos os materiais 
utilizados em contato com meios de cultura e amostras cli¬ 
nicas. 

Metodos de coloraqao 

E uma etapa fundamental para a identificagao e tern a 
fmalidade de facilitar a observa^ao microscopica das celulas 
bacterianas, diferenciando-as de acordo com suas proprieda- 
des tintoriais. As bacterias sao dificeis de serem observadas 
em preparagoes nao coradas, e a Colorado so e possivel em 
virtude da afmidade de certos grupos ionizaveis do corante 
com determinados componentes quimicos da celula bacte¬ 
riana. Os metodos de coloragao diferencial baseiam-se no 


320 


Parte 7 



Montagem e Gerenciamento do Laboratorio de Microbiologia 


fato de a composi^ao quimica de muitas bacterias ser variavel 
o suficiente para diferencia-las, em decorrencia da afinidade 
por determinados tipos de corantes. Os dois procedimentos 
de colora^ao mais usados sao o metodo de Gram e o metodo 
de Ziehl-Neelsen. 

a) Colorado de Gram: Em 1884, Hans Christian 
Gram descobriu que as bacterias podiam ser dividi- 
das em dois grandes grupos, partindo da capacidade 
que tern as celulas coradas de resistirem ou nao a 
uma descolora^ao pelo alcool. Isso ocorre pela maior 
quantidade de lipidios na parede celular das bacte¬ 
rias das celulas Gram-negativas, quando comparados 
com as celulas Gram-positivas. 

b) Colorado de Ziehl-Neelsen: Algumas bacterias 
possuem um envoltorio de acidos graxos e lipidios 
complexos, denominados acidos micolicos , que nao 
fixam os corantes comuns. No entanto, quando essas 
celulas sao coradas por processo drastico resultante 
de aquecimento, resistem a uma descoloragao com 
solugao de alcool-acido. Deste modo, sao denomi- 
nadas bacterias alcool-acido resistentes. 

Meios de cultura 

A maioria das bacterias pode ser cultivada em labora¬ 
torio, utilizando-se meios nutrientes. No entanto, diferen- 
tes especies de bacterias variam extensivamente quanto as 
exigencias nutricionais minimas. De maneira simplificada, 
podemos definir meio de cultura como um conjunto de 
substancias, formuladas de maneira adequada, capazes de pro¬ 
mover o crescimento bacteriano, em condigoes de laborato¬ 
rio. Alem da composigao quimica, deverao ser considerados 
aspectos fisicos relativos a temperatura, aera^ao e tempo, que 
constituem as principais variaveis que interferem diretamente 
no crescimento bacteriano. 

Classificagao dos meios de cultura 

Quanto a sua utilizagao, podem ser classificados da se- 
guinte forma: 

a) Meio de enriquecimento: sao meios liquidos, 
ricos em nutrientes, permitindo que as bacterias de 
uma amostra clinica aumentem em numero, possibi- 
litando seu melhor isolamento. Pode tambem pos- 
suir propriedades seletivas, conferidas por substancias 
inibidoras das especies, sem importancia clinica, 
que favorecem o crescimento de patogenos. Ex.: 
Caldo Brain Heart Infusion (BHI), e Caldo Tetrationato 
(seletivo). 

b) Meio de transporte: e um meio isento de nutrien¬ 
tes, contendo um agente redutor e uma substancia 
com poder de tamponamento, previne a desidrata- 
gao durante o transporte e evita a oxidagao ou a 
autodestruigao enzimatica dos patogenos presentes. 
Ex.: Meio de Stuart, Meio de Cary-Blair (semisolido). 


c) Meio seletivo: e capaz de selecionar as especies que 
se deseja isolar, impedindo o desenvoivimento de 
outros germes atraves da adi^ao de um componente 
quimico especifico, como corantes, antibioticos ou 
outros inibidores para algumas bacterias. Ex.: Agar 
Manitol Salgado, Agar SS. 

d) Meio diferencial: possibilita distingao entre 
alguns grupos bacterianos, por possuir em sua 
composigao substancias que permitem uma di- 
ferenciagao visual presuntiva, evidenciada por 
mudanga de coloragao ou na morfologia das co- 
lonias. A maioria dos meios diferenciais e tambem 
seletiva, com varios tipos de inibidores de cresci¬ 
mento. Ex.: Agar Eosin Methilene Blue (EMB), Agar 
McConkey (MC) e Agar Hektoen (HE). 

e) Meio indicador: e utilizado no estudo das proprie¬ 
dades bioquimicas das bacterias, atraves da verifica- 
gao de reagoes de fermentagao/degradagao de certos 
compostos. Incorporam-se ao meio basico um car- 
boidrato e uma substancia indicadora, e a partir da 
mudanga de coloragao detecta-se a positividade da 
rea^ao pela produ^ao de compostos finais de pH e 
colora^ao defmidas. Ex.: Agar Triple Sugar Iron (TSI). 

Sele<;ao de meios de cultura 

A escolha dos meios para processamento inicial das 
amostras clinicas provenientes de determinada area do orga- 
nismo esta primariamente condicionada a microbiota, pre- 
suntivamente patogenica para esse local. Em geral, e usado 
mais de um tipo de meio, no sentido de fornecer condi^oes 
de crescimento a todos os patogenos possiveis de estarem 
presentes, sendo este fato determinado, via de regra, pela ori- 
gem das amostras. 

Preparo e esterilizagao de meios de cultura 

O procedimento mais utilizado atualmente e a aquisigao 
de meios industrializados e fornecidos de forma desidratada. 
A tecnica consiste apenas na pesagem criteriosa da quanti¬ 
dade necessaria ao volume desejado, seguido de dissolugao e 
esterilizagao, conforme orientagao fornecida pelo fabricante 
e impressa na embalagem. A autoclavagao e o metodo mais 
eficaz de esterilizagao dos meios de cultura, utilizando-se a 
temperatura de 121 °C e uma atmosfera de pressao durante 
15 a 20 minutos. 

Outra alternativa, disponivel atualmente e cada vez mais 
utilizada em grandes rotinas, e a aquisigao de meios prontos 
para uso, fornecidos em placas de Petri descartaveis, o que 
suprime as etapas de preparo e testes preliminares de funcio- 
namento ou esterilidade, assim como diminui a necessidade 
de ambiente fisico para o seu manuseio e estocagem. No en¬ 
tanto, a implanta^ao dessa metodologia deve ser precedida 
de cuidadosa analise de custos para determinar sua real via- 
bilidade. 
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Condiqoes de incubaqao 

A principal condigao de incubagao e a temperatura em 
que o microrganismo se desenvolve. A temperatura otima de 
crescimento da maioria dos patogenos se encontra na faixa 
entre 35 °C a 37 °C e, alem disso, e importante que a atmos- 
fera da estufa contenha alguma umidade. Outro aspecto sao 
as condigoes de aeragao, sendo a incubagao de anaerobios 
mais dificil e demorada que o cultivo de germes aerobios 
ou facultativos. Essa metodologia exige a utilizagao de jar- 
ras especiais em que, atraves de reagoes quimicas, sao geradas 
as condigoes de anaerobiose necessarias ao desenvolvimento 
dos microrganismos. Ex.: Janas “Gaspak”. 

■ COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS 

Um dos fatores mais importantes para um bom resultado 
do exame microbiologico e a maneira como o material clinico 
e obtido e encaminhado para exame. Desse modo, o numero, 
os tipos e o significado clinico dos microrganismos isolados 
sao largamente influenciados pelas tecnicas usadas para coleta, 
transporte e processamento primario das amostras. 

Requisiqao 

E um formulario padronizado usado no laboratorio, que 
na maioria dos casos e o unico contato entre o clinico e 
o laboratorio e, desse modo, deve fornecer informagoes su- 
ficientes para um processamento adequado da amostra, tais 
como: identificagao do paciente: nome, idade, sexo etc., tipo 
da amostra, tecnica de coleta e exame solicitado. 

Coleta 

O pessoal deve ser devidamente treinado e periodica- 
mente reciclado nessa atividade, conhecendo instrugoes sobre 
conservagao e transporte do material clinico. Apesar da tec¬ 
nica de coleta variar de acordo com o exame a ser realizado, 
devem ser obedecidas algumas regras basicas aplicadas as di- 
versas situates. 

Processamento inicial 

O responsavel pela rotina devera verificar se a amostra 
esta apropriadamente identificada, se a quantidade de ma¬ 
terial e suficiente, e observar o aspecto da mesma. Uma vez 
preenchidos os requisitos basicos de aceitabilidade da amos¬ 
tra, e feito o processamento inicial, da seguinte forma: 

a) Exame microscopico apos colora^ao: e neces- 
saria a preparagao de um esfregago para Colorado. 
Os microrganismos serao vistos apos coloragao, ape- 
nas se estiverem presentes em uma concentragao de 
10 4 a 10 5 bacterias/mL da amostra. 

b) Inoculafao e incubafao: precaugoes de segu- 
ranga devem ser tomadas com todas as amostras 
e a transference de uma amostra para o meio e 
feita geralmente com alga bacteriologica, podendo 
as amostras coletadas com “swab” serem semeadas 


diretamente na superficie do agar, sobre uma peque- 
na area da superficie, seguido por esgotamento com 
auxilio da alga. 

■ ISOLAMENTO E IDENTIFICAgAO 
BACTERIANA 

Depende da descrigao de suas caracteristicas morfotinto- 
riais, bioquimicas e antigenicas. Como na maioria dos casos, 
o organismo a ser isolado pertence a uma populagao mista, e 
e indispensavel seu isolamento em cultura pura. 

Metodo de inoculagao por esgotamento 

Consiste em espalhar a amostra com o auxilio de uma 
alga bacteriologica, fazendo estrias sucessivas ate o esgota¬ 
mento do material, obtendo-se um isolamento de colonias 
das bacterias existentes na amostra. 

Exame de caracteristicas do cultivo 

No exame do crescimento bacteriano apos cultivo de¬ 
vem ser levadas em consideragao varias caracteristicas: 

a) Pigmenta^ao: algumas bacterias produzem pig- 
mentos caracteristicos na colonia ou no meio em 
volta, que oferecem um dado presuntivo na identi- 
ficagao e diferenciagao. Ex.: Pseudomonas aeruginosa 
(esverdeado) e Serratia marcescens (vermelho). 

b) Morfologia e tamanho: as colonias possuem ca¬ 
racteristicas morfologicas que auxiliam sua identifi- 
cagao, havendo variagao conforme o tipo de meio e 
confluencia do crescimento na superficie do meio. 
Tambem sofre variagao, de acordo com o tipo de 
meio, tempo de incubagao e, principalmente, densi- 
dade de crescimento bacteriano. 

c) Capacidade hemolftica: deve ser considerada na 
identificagao presuntiva, sendo importante na iden- 
tificagao preliminar e escolha dos testes complemen- 
tares e diferenciais, principalmente para diferencia¬ 
gao de Estreptococos. 

d) Mudan^as nos meios diferenciais: esses meios 
possuem corantes, indicadores de pH e outros com- 
ponentes, que atuam na detecgao das atividades en- 
zimaticas e ajudam a diferenciar presuntivamente as 
colonias presentes. Assim, a partir do exame inicial 
do crescimento, juntamente com a coloragao de 
Gram das colonias isoladas, serao escolhidas as provas 
complementares e diferenciais. 

e) Exame das caracteristicas bioquimicas: A capa¬ 
cidade de degradagao dos substratos especificos pelas 
bacterias, torna possivel a diferenciagao presuntiva 
de muitos generos e mesmo especies bacterianas. O 
fundamento das reagoes bioquimicas e a obtengao 
de um composto final, de pH definido, capaz de 
alterar um sistema indicador, evidenciando sua po- 
sitividade. Por outro lado, a base do funcionamento 
dos aparelhos de automagao em microbiologia e a 
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utiliza^ao de micro tecnicas bioquimicas, adaptadas 
a diferentes metodos de leitura, de acordo com o 
equipamento utilizado. 

■ METODOS DE DIAGNOSTICO RAPIDO 

A identificagao rapida e defmida como aquela realizada 
no mesmo dia em que as colonias sao isoladas. Mas, ape- 
sar de diminuirem o tempo de identifica^ao dos patogenos, 
nao oferecem informagoes acerca do padrao de sensibilidade 
aos antimicrobianos dos microrganismos isolados. Os avan- 
gos fundamentals em Microbiologia Clinica sao medidos por 
seus impactos praticos no diagnostico de doen^as infecciosas. 

A lista de inovagoes em Microbiologia Diagnostica e re- 
lativamente curta, e considerando-se que um limitado nu- 
mero de organismos e responsavel pela maioria das infec^oes, 
alguns procedimentos simples, como coloragao de Gram, 
morfologia colonial e testes simples adotados em rotina, tais 
como: catalase, coagulase e oxidase, podem fornecer uma 
identificagao presuntiva rapida. Alem disso, alguns sistemas 
automatizados tern sido desenvolvidos no sentido de forne¬ 
cer resultados em um espago de tempo mais curto, utilizando 
substratos enzimaticos que fornecem um produto final de 
colora^ao defmida produzido por enzimas especificas, pro- 
prias das bacterias e codificadas geneticamente. 

Apesar de ter sido um dos ultimos setores a ser automa- 
tizado dentro da atividade laboratorial, ultimamente vem se 
registrando um consideravel avan^o na area de automagao 
em microbiologia com o surgimento de diversos equipamen- 
tos, em geral adaptados para rotinas com grande volume de 
trabalho que ainda nao fazem parte de uma rotina corrente 
na maioria dos laboratorios clinicos, e sao utilizados como 
fundamento para testes automatizados ou semiautomatizados. 
Para laboratorios de pequeno e medio portes a aquisi^ao des¬ 
ses equipamentos deve ser precedida de uma analise bastante 
criteriosa de sua real necessidade, devido aos elevados custos 
de aquisigao, treinamento operacional de pessoal e, principal- 
mente, de manutengao e assistencia tecnica. 

Os dois grandes avangos registrados na area de Micro¬ 
biologia Diagnostica foram, respectivamente: 

a) MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption ): 

Foi introduzida ha pouco tempo a metodologia de 
identificagao bacteriana conectada a espectrometria 
de massa TOF-MS (time of flight, mass spectometry ), 
que durante muitos anos foi utilizada na identifica^ao 
geral de proteinas. Essa tecnica, com fmalidade bac- 
teriologica, foi desenvolvida inicialmente na Europa 
(2009) e permite, a um custo extremamente baixo, a 
identificagao rapida dos diferentes tipos de bacterias. 
Acima de tudo, o metodo e facil de implementar e 
oferece acuracia acima de 95% dos casos, com ele- 
vada concordancia com os metodos convencionais e 
automatizados. Assim, independentemente de algu- 
mas limitagoes tecnicas dessa metodologia ainda em 
evolugao, o metodo tern demonstrado uma revolugao 
positiva nos laboratorios de Microbiologia Clinica. 


b) Metodos moleculares: Sao hoje considerados 
tecnicas de rotina em muitos laboratorios, consi- 
derando que sua expansao foi acompanhada com 
o decrescimo dos custos, possibilitando em muitos 
casos sua ado^ao como rotina. Os metodos mole¬ 
culares sao usados para fmalidades de diagnostico, 
epidemiologia ou pesquisa. 

c) Identificafao de proteinas e enzimas de resis¬ 
tencia: Em complemento aos tradicionais metodos 
de determinate ao da resistencia aos antimicrobianos 
existe agora a possibilidade de obtengao de resulta¬ 
dos mais rapidos atraves da analise do espectro de 
MALDI-TOF, tornando possivel a identificagao 
de proteinas associadas a clones resistentes, ou de- 
monstrando atividade enzimatica ligada a resistencia 
antimicrobiana. 

■ CONTROLE DE QUALIDADE 

A relagao dos parametros a serem submetidos ao controle 
de qualidade em Microbiologia deve abranger desde o setor 
de lavagem e montagem ate a elaboragao do laudo final, de- 
pendendo do porte do laboratorio e do tipo de servigo pres- 
tado (ambulatorial, hospitalar,privado, de rotina, de urgencia etc.). 

Esse controle e essencial para fornecer exatidao, segu- 
ranga e melhor desempenho no isolamento e identificagao 
de microrganismos clinicamente importantes. Alem do as- 
pecto tecnico propriamente dito, e importante a verificagao 
das instalagoes fisicas e infraestrutura necessaria ao adequado 
funcionamento do setor. 

Meios de cultura 

a) Teste de esterilidade: O procedimento empre- 
gado e a incuba^ao de uma parte representativa de 
cada partida de meio. A presenga de crescimento 
bacteriano indica contaminagao ocorrida em algu- 
ma etapa durante a preparagao. 

b) Aspecto do meio: Deve ser feito um exame visual 
da transparency e cor do meio; a presenga de turbidez 
ou precipitado tornam o meio insatisfatorio para uso. 

c) Teste de funcionamento: Deve ser feito para 
cada nova partida do meio, ou sempre que neces- 
sario, utilizando-se amostras bacterianas de culturas 
padronizadas. 

Discos de antibioticos 

Discos usados na rotina diaria devem ser estocados no 
refrigerador, em recipientes fechados, contendo um agente 
desidratante, devendo-se observar criteriosamente as datas de 
validade. Os discos de antibioticos devem ser testados a cada 
nova partida, com tecnicas padronizadas, utilizando linha- 
gens-padrao de sensibilidade conhecidas (ATCC). 

Equipamento 

Deve ser estabelecido um programa de manuten^ao pre- 
ventiva para assegurar o funcionamento apropriado de todos 
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os equipamentos. Devem ser testados com mais exatidao os 
seguintes itens: temperatura das incubadoras, estufa de este- 
rilizagao, refrigeradores e freezers, alem do funcionamento 
adequado da centrifuga e autoclave. Com esta fmalidade sao 
elaborados mapas de controle com prenchimento diario dos 
dados a serem aferidos. 

Amostras-padrao de bacterias 

Sao obtidas em laboratories de referenda ou colegoes 
com padrao conhecido (ATCC), sendo ainda disponiveis 
comercialmente na forma de conjuntos de reagentes. Essas 
amostras sao possuem caracteristicas morfologicas, fisiolo- 
gicas, bioquimicas e sorologicas das especies representadas, 
sendo utilizadas para testar a qualidade dos meios, reagentes 
e procedimentos de laboratorio. O aspecto central de um 
programa de controle de qualidade (CQ) em microbiolo- 
gia envolve o uso adequado de um conjunto de amostras 
bacterianas de referenda, estabelecendo-se um esquema de 
aferigao para meios, reagentes, discos de antibioticos e equi¬ 
pamentos. 

■ BIOSSEGURANgA 

Na opiniao de especialistas que discutem a biosseguranga, 
o grande problema nao esta nas tecnologias disponiveis para 
eliminar e minimizar os riscos e, sim, no comportamento dos 
profissionais. A biosseguranga nao esta apenas relacionada a 
sistemas modernos de esterilizagao do ar de um laboratorio 
ou das camaras de desinfeegao das roupas de seguranga. Um 
profissional de saude que nao lava as maos com a frequencia 
adequada ou que descarta o lixo hospitalar de maneira errada 
sao praticas do dia a dia que tambem trazem riscos. Por isso, 
a adogao de normas de biosseguranga em laboratories clini- 
cos e condigao fundamental para a seguranga dos trabalhado- 
res, qualquer que seja a area de atuagao, pois os riscos estao 
sempre presentes, porem e importante que o profissional da 
area procure fazer treinamentos e ter acesso as informagoes 
que podem contribuir de forma decisiva para a melhoria das 
condigoes da propria seguranga, livrando-o dos riscos desne- 
cessarios. 

Normas de seguranga 

Recentemente foram incorporados consideraveis avan- 
gos nos trabalhos de laboratories de ensino, pesquisa e pres- 
tagao de servigos especializados. A introdugao de diversos 
aparelhos analiticos, assim como alguns procedimentos avan- 
gados nas rotinas dos laboratorios, determinaram cuidados 
mais criteriosos e expressiva preocupagao com os niveis de 
seguranga nessas rotinas de trabalho. Considerando-se a na- 
tureza dos servigos prestados pelo setor de microbiologia, 
muitos riscos lhe sao inerentes e objeto de preocupagao em 
relagao ao pessoal envolvido. 

E indispensavel, portanto, que todos sejam adequada- 
mente instruidos para evitar ou minimizar tais riscos. No la¬ 
boratorio de microbiologia, assim como em outras areas, a 
seguranga e de responsabilidade da diregao ou da supervisao 


de cada setor, no sentido de evitar ao maximo riscos aos seus 
funcionarios e tecnicos. Por outro lado, e atribuigao de cada 
funcionario o uso dos equipamentos de protegao individual 
(EPI) e a execugao de suas tarefas dentro dos parametros de 
seguranga, devendo ser estabelecidas as regras genericas e os 
Procedimentos Operacionais Padrao (POPs). Protocolos que 
descrevem detalhadamente cada atividade realizada no labo¬ 
ratorio, desde a coleta ate a emissao de resultado final, in- 
cluindo utilizagao de equipamentos, procedimentos tecnicos, 
cuidados de biosseguranga e condutas a serem adotadas em 
acidentes. 

Medidas gerais de preven<;ao 

■ Adogao de manuais de procedimentos adequados e de 
primeiros socorros, acompanhados de orientagao verbal, 
quando necessario. 

■ Localizagao adequada para equipamentos de seguranga, 
em lugar visivel e de facil acesso, incluindo extintores de 
incendio, que devem ser vistoriados regularmente. 

■ Recomendagao sobre o uso de bata ou avental para pro¬ 
tegao da pele e das roupas. 

■ Recomendagao para lavar as maos frequentemente, pelo 
menos ao fim de cada jornada de trabalho, prender os 
cabelos e nao usar aneis e pulseiras. 

■ Adogao de cuidados especiais na pipetagem, utilizando 
pipetas automaticas ou munidas de pera, no manuseio de 
material contaminado. 

■ Emprego da autoclave para material biologico, placas e 
tubos de cultura, antes de serem descartados como lixo, 
ou encaminhados para lavagem e montagem. 

■ Desinfecgao, com hipoclorito a 1% ou alcool a 70%, das 
bancadas e outras superficies de trabalho, no inicio e ao 
final da jornada de trabalho. 

■ Preferencia de utilizagao, sempre que possivel, de ma¬ 
terial descartavel (seringas, luvas, toalhas etc.). Antes do 
uso das luvas as atividades devem ser programadas, para 
evitar contaminagao de outras areas ou equipamen¬ 
tos, considerando que luvas contaminadas disseminam 
microrganismos. 

Cuidados relativos a riscos de contaminagao 

E dificil quantificar o risco no trabalho em laboratorios, 
com relagao aos agentes infecciosos. Tem-se por base que o 
risco individual aumenta com a frequencia e com os niveis de 
contato com o agente infeccioso. O primeiro cuidado a ser 
tornado no laboratorio que trabalha com amostras bacteria¬ 
nas e contra o risco de exposigao a infeegao. Por outro lado, 
deve-se considerar que os riscos sao influenciados por uma 
relagao variavel entre o agente infectante, o hospedeiro e a 
atividade desempenhada. 

Fatores aplicaveis ao agente incluem virulencia, carga 
infectante e toxigenicidade. As variantes relacionadas ao in- 
dividuo e que influem no risco podem incluir idade, sexo, 
gravidez, uso de antimicrobianos e imunidade, incluindo va- 
cinagao previa. O virus da hepatite (HBV) e o Mycobacterium 
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tuberculosis estao entre entre os agentes mais importantes as- 
sociados com infec^ao adquirida no laboratorio. A vacinagao 
contra HBV esta disponivel e e altamente recomendavel para 
individuos que trabalham com sangue ou fluidos biologicos 
potencialmente contaminados. Na prevengao de tuberculose 
e feita a triagem anual com PPD, seguida de raios X, utilizan- 
do-se antibiotico profilatico para individuos reagentes. 

Finalmente, a natureza da atividade laboratorial ( diagnos- 
tico/pesquisa) pode afetar significativamente o risco pessoal 
devido ao tipo, a quantidade e a concentragao dos agentes 
empregados, a manipulagao dos agentes potencialmente in- 
fecciosos e a eficacia primaria e secundaria dos equipamentos 
de prote^ao e praticas de laboratorio. Deste modo, e impor- 
tante considerar todas as amostras examinadas como sendo 
potencialmente infecciosas. 

Existem varias portas de entrada de microrganismos. No 
laboratorio a via respiratoria tern maior importancia.Tres fa- 
tores principais contribuem para isso: a facilidade com que 
particulas pequenas sao produzidas por tecnicas rotineiras, o 
fato de muitas dessas particulas nao serem capturadas por me- 
canismos de defesa do trato respiratorio, e a habilidade que 
grande parte dos patogenos tern de invadir o pulmao. 

Medidas basicas de prote<;ao 
Lavagem das maos 

A contaminagao pode ser reduzida pela combinagao de 
lavagem criteriosa e uso de luvas. No entanto, fazendo-se ou 
nao o uso de luvas, deve-se lavar as maos sempre que hou- 
ver mudanga de atividade ou saida do laboratorio. A lavagem 
deve envolver maos e antebragos, usando-se agua e sabao li- 
quido. Outra opgao e o uso de solugao degermante a base 
de polivinil-pirrolidona-iodo (PVPI) a 1%, ou outra solugao 
com fmalidade semelhante. Recomenda-se a secagem com o 
uso de toalhas descartaveis, evitando possivel recontaminagao. 

Uso de luvas 

O uso de luvas e obrigatorio, sempre que houver a pos- 
sibilidade de contaminagao ou durante o manuseio com 
material contaminado, corrosivo ou toxico, utilizando os di- 
ferentes tip os de acordo com a fmalidade da trabalho. 

a) Luva plastica: como e descartavel, deve ser des- 
prezada apos cada uso. E indicada para protegao 
exclusiva do usuario em situates de coleta de ma¬ 
terial, recebimento ou entrega de material biologico, 
triagem etc. 


contra contaminagao durante a execugao de suas 


tarefas. Em laboratorio, em geral, utiliza-se um par 
de luvas para cada jornada de trabalho. 

d) Luva de couro (camur^a): nao e descartavel. E 
indicada para prote^ao exclusiva do usuario contra 
lesoes traumaticas ou perfurantes, utilizada em tare¬ 
fas grosseiras como recolhimento de lixo, transporte 
de material corrosivo etc. 

Uso de mascaras, protetores oculares e aventais 

Mascaras e protetores oculares constituem EPI e sao uti- 
lizados para evitar a exposigao das mucosas da boca e dos 
olhos, impedindo o risco de inalagao nos procedimentos que 
possam produzir aerossois. Os aventais nao devem ser con- 
fundidos com uniformes, e sao usados na rotina diaria de 
trabalho, como protegao ao corpo e vestuario, devendo ser 
de mangas longas e confeccionados em tecido apropriado a 
sua fmalidade. 

Eliminapao de residuos 

O lixo do laboratorio e considerado contaminado e deve 
ser esterilizado antes da liberagao.Vidrarias, em geral, incluin- 
do pip etas, placas de Petri e outros itens reaproveitaveis de- 
verao sofrer descontaminagao, com o emprego da autoclave, 
antes de serem encaminhados para lavagem. Existem sacos 
plasticos autoclavaveis utilizados na esterilizagao dos mate¬ 
rial descartaveis antes de serem desprezados, e e importante 
ressaltar que o lixo laboratorial deve ser rotulado e recolhido 
dentro das normas adotadas para lixo hospitalar. 

■ INTERPRETAgAO E VALIDAgAO DE TESTES 
LABORATORIAIS 

Uma das fungoes do supervisor do Laboratorio de Mi¬ 
crobiologia e selecionar ou decidir os tipos de testes ou 
procedimentos a serem adotados como rotina de servigo e 
incluidos nos manuais de bancada. Esses metodos devem ser 
validados com base nas caracteristicas de acuracia, precisao, 
sensibilidade, especificidade e valor preditivo. No entanto, 
para entender e analisar quantitativamente a performance dos 
varios metodos, algumas defini^oes basicas sao requeridas. 

a) Valida^ao: Documenta^ao de que um teste tern 
sido verificado repetidamente, dando os resultados 
esperados dentro de determinado periodo de tempo. 
Desse modo, confirma-se que o teste e satisfatorio 
de acordo com as necessidades do laboratorio. Esse 
processo envolve: competencia do pessoal, controle 
de qualidade (interno/externo) e correlagao com 
achados clinicos. 

Verificafao: Exame do teste ou sistema de diag¬ 
nostic© para determinar se o mesmo atende as espe- 
cifica^oes estipuladas pelo fabricante. Analisando-se 
a sensibilidade, especificidade, valor preditivo, repro- 
dutibilidade e acuracia. 

Precisao: Reprodutibilidade de um teste quando 
o mesmo e repetido muitas vezes. Pode ser aferido 


b) Luva domestica: pode ser antider rap ante e nao 

e descartavel. Seu uso esta indicado para lavagem e 
desinfec^ao de materials e superficies. Apos o uso b) 

lavar as maos enluvadas com agua e sabao, desconta- 
minando-se, e, posteriormente, as luvas em solugao 

de hipoclorito a 0,5% durante 30 a 60 minutos. 

c) Luva de procedimento (latex): nao e esteril, sen¬ 
do descartavel e utilizada na protegao aos usuarios c) 
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dentro do laboratorio ou em diferentes laboratories, 
e nao implica em acuracia ou eficiencia. 
d) Acuracia (eficiencia): Capacidade de um teste 
atingir o padrao-ouro (gold standard), isto e, a percen- 
tagem de resultados corretamente identificados pelo 
metodo, determinando-se como verdadeiramente 
positivos ou negativos. A correta interpreta^ao dos 
testes laboratoriais depende do conhecimento de 
suas caracteristicas e limitagoes. Nenhum teste labo- 
ratorial e perfeito, isto e, capaz de detectar determi- 
nada doenga em todas as circunstancias em que a 
mesma possa se manifestar. Um teste diagnostico e 
dito valido quando o seu resultado se aproxima da 
realidade, e quando nao ha fonte de erro sistematica. 

A capacidade de um teste de laboratorio discriminar pa- 
cientes com ou sem doenga e uma fungao da sensibilidade e 
especificidade do teste. Desse modo, o valor preditivo de um 
procedimento ou analise e a probabilidade de um paciente, 
com teste positivo, ter determinada doenga, estando esse valor 
correlacionado diretamente com os fatores citados. 

Evidentemente, os dados aqui referidos nem sempre sao 
passiveis de definigao numerica confiavel, pois muitas vezes 
o diagnostico definitivo nunca e atingido, por nao existir um 
padrao-ouro, ou quando este e impraticavel. No entanto, as 
definifoes apresentadas devem servir de parametro de refe¬ 
renda para o julgamento de um teste diagnostico e de cada 
resultado em particular, servindo como base para avaliagoes 
de custo-beneficio e valorizagao de um resultado obtido. 
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■ INTRODUgAO 

A qualidade e um termo intrinseco ao laboratorio clini- 
co e deve fazer parte das rotinas de trabalho, alem de elemen- 
to integrante de treinamento, da disseminagao de politicas, 
processos e a^oes de melhoria. 

O sistema de gestao da qualidade (SGQ) trata de um 
conjunto de diretrizes e principios relacionados a qualida¬ 
de aplicados no dia a dia do laboratorio com a finalidade 
de padronizar os seus processos, visando nao somente a 
atingir a satisfagao dos clientes resolvendo problemas de- 
tectados, mas tambem promovendo melhorias onde nao 
existem problemas. 

Um SGQ inicial em laboratorio de microbiologia deve 
contemplar politicas e programas de qualidade para que se 
possa monitorar e avaliar as principais etapas das analises la- 
boratoriais, fases pre-analitica, analitica e pos-analitica, ava- 
liando-as de forma continua e sistematica (tambem chamadas 
fases pre-exame, exame e pos-exame) (Figura 30.1). 

Algumas das principais razoes que levam a sua implanta- 
^ao e monitoramento sao: aumento da taxa de satisfagao dos 


clientes (medicos, pacientes, laboratories parceiros e presta- 
doras de servigos), melhoria da imagem e desempenho do 
setor, aumento da produtividade e redu^ao de custos, melho¬ 
ria da comunica^ao, satisfa^ao e seguranga dos colaboradores, 
maior competitividade e oportunidade de mercado. 

Com as ferramentas que o SGQ oferece e possivel que 
o setor implante, gerencie e verifique periodicamente a qua¬ 
lidade de seus processos, permitindo a organizagao e o mo¬ 
nitoramento dos mesmos, e diminuindo a probabilidade de 
erros nas analises. Uma dessas ferramentas gerenciais e conhe- 
cida como Ciclo PDCA, sigla da expressao em ingles: “Plan- 
-Do-Check-Action ” (Planejar-Fazer-Checar-Agir). 

O bom desempenho do laboratorio de microbiologia 
depende, portanto, de um programa efetivo documentado 
(Programa de Gestao da Qualidade em Microbiologia) e dis- 
seminado para garantir exatidao, fidelidade e reprodutibili- 
dade das informagoes fornecidas. As diretrizes basicas de um 
programa de gestao da qualidade incluem: 

1. Responsabilidade da diregao. 

2. Gestao das fases pre-analitica, analitica e pos-analitica. 


Laboratorio de 
microbiologia 

bacteriologia, 
micobacteriologia, 
micologia, virologia, 
etc. 


Pre-analftico 

• Solicitagao medica 

• Preparo do paciente 

• Coleta das amostras 

• Transpose 

• Recebimento 

• Processamento inicial 


Fluxo de trabalho 
Analitico 

Realizagao dos exames 
Revisao, interpretagao 
e conferencia dos 
resultados 


Pos-anah'tico 

• Liberagao e emissao 
do laudo 

• Gerenciamento das 
amostras pos-analise 

• Assessoria medica, 
tecnica-cientffica 


Figura 30.1 Fluxo de trabalho e fases dos processos analiticos. 
Fonte: Adaptada de CLSI GP38-A, 2012. 
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3. Garantia da qualidade, incluindo a gestao do controle 
interno da qualidade (CIQ), controle externo da quali¬ 
dade (CEQ), controle alternativo (CAQ), e verifica^oes/ 
validates de metodologias e equipamentos. 

4. Controle de documentos e registros. 

5. Gestao de equipamentos e insumos. 

6 . Capacitagao de colaboradores. 

7. Gestao das agoes corretivas e preventivas, com foco no 
cliente e no produto. 

8. Biosseguranga. 

9. Gestao de risco e seguranga do paciente. 

■ DIRETRIZES DO PROGRAMA DE GESTAO DA 
QUALIDADE 

Responsabilidade da direpao 

A diregao do laboratorio e seus responsaveis designados 
formalmente devem representar a base solida de um progra- 
ma de gestao da qualidade. Esse grupo de pessoas deve ter as 
seguintes competencias: 

■ Definir, implementar e disseminar politicas. 

■ Planejar e disponibilizar recursos humanos, financeiros 
e tecnologicos suficientes, assim como instalagoes fisicas 
adequadas para o andamento das operates. 

■ Realizar analises periodicas do sistema implantado, in¬ 
cluindo todos os itens relacionados neste capitulo, com 
base em indicadores estrategicos, com metas definidas, 
seguindo as boas praticas e legislates que envolvem um 
laboratorio de analises clinicas. Os principais indicadores 
sao aqueles que refletem as atividades criticas para o resul- 
tado final, que afetam diretamente os pacientes ou que te- 
nham sido fonte de problemas no passado (Quadro 30.1). 

■ Garantir a rastreabilidade de todas as etapas dos processos. 

O exemplo que deve ser “de cima para baixo”, aliado 
aos recursos disponibilizados, torna possivel a realizagao do 
produto, que compreende todas as atividades relacionadas as 
analises microbiologicas. 

Gestao das fases pre-analftica, analitica e 
pos-analitica 

Fase pre-analitica 

A interpretagao, o cadastro correto no sistema do labora¬ 
torio da requisi^ao medica e das informa^oes relacionadas ao 
paciente e a amostra biologica, principalmente para amostras 
processadas no setor de microbiologia, sao requisitos essen- 
ciais de qualidade em laboratorio. 

O laboratorio e responsavel por disponibilizar um ma¬ 
nual de exames, revisado periodicamente e acessivel para to- 
dos os colab oradores, contendo informagoes, tais como: 

■ Criterios para preparo e instrugoes ao paciente, tipo de 
frascos e conservantes para cada amostra biologica. 

■ Coleta, formas de conservagao, estabilidade e transporte 
das amostras. 


■ Criterios para aceitabilidade das amostras tais como: vo¬ 
lume, viabilidade celular, por exemplo, amostra de escar- 
ro (avaliar a quantidade de leucocitos e celulas epiteliais). 

■ Criterios para rejeigao das amostras, por exemplo, de 
urina de 24 horas para cultura de micobacterias, duas 
culturas de urina para urocultura coletadas no mesmo 
dia, utilizagao de frascos incorretos ou nao identifica^ao, 
armazenamento ou transporte inadequado, e contami¬ 
nate da amostra durante a coleta. 

A rastreabilidade, o registro de todas as informagoes re¬ 
lacionadas as amostras colhidas, tais como: data, horario, res¬ 
ponsavel pela coleta e eventuais intercorrencias durante sua 
realizagao sao fundamentals, sendo que essas informagoes 
devem estar disponiveis para consulta em todas as etapas do 
exame microbiologico. 

A identificagao correta e completa das amostras desde 
a coleta ate o recebimento pelo setor de microbiologia e de 
extrema importancia para evitar erro do laboratorio e garan¬ 
tir resultados confiaveis a seguranga do paciente. 

O recebimento e tratamento das amostras antes do envio 
para analise no laboratorio de microbiologia tambem faz par¬ 
te da fase pre-analitica, principalmente nos laboratories que 
possuem postos de coleta distantes da area tecnica. Alguns 
processamentos iniciais podem ser realizados nas unidades de 
coleta, como semeadura de urina em meios especificos. 

A qualidade das analises microbiologicas esta diretamen¬ 
te relacionada a qualidade dos processos pre-analiticos, onde 
encontramos o maior percentual de erro (entre 68% a 70%). 

Fase analitica 

Apesar de todo avango tecnologico, a microbiologia ain- 
da e um setor que depende de julgamentos interpretativos e, 
portanto, profissionais especializados, com experiencia com- 
provada de pelo menos dois a cinco anos, dependendo da 
atividade. As variaveis analiticas de um exame microbiologico 
devem ser muito bem controladas para assegurar resultados 
confiaveis (garantia da qualidade/controle de qualidade). 

A fase analitica tern inicio com a analise das amostras 
recebidas, interpretagao e conferencia do resultado. 

Em microbiologia os resultados dos exames parciais ou 
defmitivos sao particularmente descritivos. Durante as ana¬ 
lises, uma revisao deve ser realizada, antes da conferencia fi¬ 
nal, avaliando-se o conjunto dos dados clinicos fornecidos 
pelo medico solicitante, medicamentos em uso, resultados 
de exames relacionados, e historico do paciente. Levar em 
consideragao a implantagao de um sistema para a deteegao 
de resultados anormais ou inaceitaveis, como um mecanis- 
mo de barreira, por exemplo, Staphylococcus aureus resistente 
a vancomicina — fenotipo ainda raro de resistencia; Klebsiella 
pneumoniae sensivel a ampicilina — microrganismo apresen- 
ta resistencia intrinseca ao antimicrobiano, portanto reportar 
como resistente. 

A notificagao de resultados criticos e de doen^as de no- 
tificagao compulsoria e outro processo que deve estar ampla- 
mente disseminado na microbiologia. E fundamental defmir 
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uma politica e manter registros que identifiquem essas co- 
municagoes. O formulario para registro da notificagao de 
resultados criticos deve conter os seguintes campos: data e 


hora da ciencia do resultado critico, numero do protocolo 
ou identifica^ao do paciente, colaborador responsavel pela 
comunicagao, o resultado critico propriamente dito, respon- 


Quadro 30.1 

Indicadores da qualidade (fases pre-analftica e analftica). 


Tipo de 
indicador 

Processo 

Objetivo 

Indicador 

Analise realizada 

Pre- 

analitico 

Hemocultura 

Monitorar o 
processo de coleta 
- procedimento de 
antissepsia 

Numero de frascos 
contaminados/ 
numero de frascos 
coletados x 100. 

Meta: inferior a 3%. 

Determinar % de contaminagao. 
Exemplo de provaveis 
contaminantes: Corynebacterium 
spp., Bacillus spp., culturas com 
mais de 2 microrganismos. 

Classificar em conjunto com a 
Comissao de Infecgao Hospitalar 
os microrganismos contaminantes, 
sempre que possivel. Revisar 
procedimentos e treinamentos se 
resultados acima da meta. 

Pre- 

analitico 

Cultura de urina 

Monitorar o processo 
da coleta 

Numero de 
culturas de urina 
contaminadas/ 
numero de culturas 
de urina realizadas x 
100. 

Meta: inferior a 5%. 

Determinar % de contaminagao, 
em decorrencia da coleta, de 
amostras para cultura de urina. 
Exemplo: avaliar culturas com 

3 ou mais microrganismos, 
independentemente do numero de 
leucocitos na sedimentoscopia. 

Analitico 

Culturas para 
micobacterias 

Monitorar o processo 
de isolamento em 
cultura 

Numero de culturas 
positivas para 
micobacterias/numero 
total de culturas para 
micobacterias x 100. 

Determinar a positividade das 
culturas e realizar analise semestral/ 
anual de acompanhamento. Em 
geral, o laboratorio tern uma 
positividade homogenea se nao 
mudar o perfil de pacientes. 

Analitico 

Laudos retificados 

Monitorar o processo 
tecnico e a competencia 
dos analistas 

Numero de laudos 
retificados/numero 
total de laudos 
liberados x 100. 

Classificar os erros em 2 grupos. 

Erros que afetam o cliente/paciente 
(que foram liberados e notificados 
pelo medico ou paciente), e erros 
que foram detectados antes da 
liberagao do laudo para o medico 
ou paciente (near miss). 

Analitico 

Prazo de entrega 
de resultados 

Monitorar todo o 
processo tecnico 

Numero de exames 
liberados com atraso/ 
numero total de 
exames liberados x 

100. 

Verificar processos internos que 
podem levar ao atraso. Ajustar os 
parametros das metodologias. 

Analitico 

Micobacteriologia 

Monitorar o processo 
de cultura e pesquisa de 
micobacteria 

Verificar % de 
concordance entre 
a microscopia e a 
cultura. 

Analisar a % de concordance 
entre o resultado da microscopia 
e cultura. O processo pode estar 
inviabilizando o crescimento de 
micobacterias ou nao estao sendo 
observadas micobacterias na 
microscopia. 


Fonte: Adaptado de Oplustil et ai, 2010. 
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savel pelo recebimento (nome e sobrenome), data e hora do 
comunicado do resultado critico. No final do processo o co- 
laborador responsavel pela comunicagao deve garantir que o 
responsavel pelo recebimento do resultado critico entendeu a 
informagao, utilizando a ferramenta do read-back (certificar-se 
de que o receptor entendeu corretamente a informagao sobre 
o resultado passado). Registrar em detalhes o sucesso ou nao 
da comunica^ao. 

Exemplos de valores considerados criticos em micro- 
biologia: 

■ Hemocultura positiva. 

■ Microscopia pelo metodo de Gram de liquidos corpo¬ 
rals, liquor, aspirados de abscessos e biopsias. 

■ Cultura positiva de materials oftalmicos tais como raspa- 
dos de cornea e humor vitreo. 

■ Pesquisa direta de fungos em materials com suspeita cli- 
nica de micose sistemica (liquidos organicos e biopsias). 

■ Pesquisa e cultura positivas para bacilo alcool acido- 
-resistente de qualquer amostra biologica. 

■ Isolamento de bacterias multirresistentes. 

■ Isolamento de bacterias anaerobias: Fusobacterium ne- 
crophorum , Clostridium perfringens em feridas e secregoes 
cirurgicas e Clostridium septicum. 

■ Pesquisa e cultura de Neisseria spp. (patogenica) em ma¬ 
terial genital ou outros. 

■ Cultura de fezes positiva para Salmonela spp., Shigella 
spp., Campylobacter e/ou Yersinea spp. 


Fase pos-analitica 

Fase que inicia com a transmissao dos resultados ja vali- 
dados para emissao dos laudos. O laboratorio deve fornecer 
nos laudos, quando necessario, informagoes adicionais uteis 
para a interpretagao do exame, limites de referenda, sensibi- 
lidade, especificidade, valor preditivo, interferentes entre ou¬ 
tros, incluindo as referencias bibliograficas das informagoes. 

Nos testes em que sao utilizados kits comerciais para realizar 
o diagnostico direto de um agente etiologico, a Anvisa tern como 
norma citar no laudo informa^oes relativas ao kit, tais como: lote, 
fabricante, valores de referenda, sensibilidade e especificidade. 

E de responsabilidade do laboratorio manter as amostras 
ja analisadas, armazenadas num periodo de tempo suficiente 
para permitir repetigao ou revisao de testes ja processados 
anteriormente ou acrescentar novos testes a criterio clinico, 
desde que as amostras estejam viaveis (Quadro 30.2). 

A assessoria tecnico-cientifica e parte integrante do pos- 
-exame e possui papel fundamental nas atividades de comu- 
nica^ao e esclarecimento de duvidas dos clientes internos e 
externos, e de consultoria para novos produtos e servi^os. 

■ GARANTIA DA QUALIDADE 
Controle Interno da Qualidade (CIQ) 

O controle interno da qualidade em microbiologia com- 
preende o controle de insumos e das metodologias utilizados 
nos processos diarios. Esses insumos devem ser testados com ce- 
pas conhecidas, como as fornecidas pela American Type Culture 


Quadro 30.2 Sugestao de tempo de armazenamento de algumas amostras biologicas depois do processamento. 

Tipo de amostra 

Periodo de armazenamento 

Liquor, liquidos organicos* 

72h 

Amostras coletadas com "swab" em meio de transpose* 

24h 

Aliquotas de urina de jato medio* 

48h 

Fezes em Cary-Blair* 

48h 

Escarro (cultura geral)* 

48h 

Amostras para cultura de micobacterias* 

10 dias 

Laminas coradas para pesquisa de micobacterias 

6 meses 

Culturas positivas para micobacterias 

6 meses (minimo) 

Laminas de Gram de amostras biologicas diversas 

7 dias 

Frascos de hemoculturas positivas 

30 dias 

Frascos de hemoculturas positivas para micobacterias 

30 dias 

Placas ou tubos de culturas positivas 

10 dias 


* Amostras devem armazenadas refrigeradas de 2°C a 8°C. 
Fonte: Adaptado de Oplustil et ai, 2010. 
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Collection (ATCC). Outras cepas de referenda que podem ser 
utilizadas sao as cepas isoladas na rotina, muito bem caracteriza- 
das (> 95% de acerto/probabilidade) ou as recebidas dos ensaios 
de proficiencia do controle externo da qualidade (CEQ). 

Para o CIQ do Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos 
(TSA), dos cartoes e paineis utilizados em sistemas automati- 
zados para identificagao e TSA, utilizar somente cepas ATCC, 
conforme recomendagao do fabricanteja que devem apresen- 
tar perfil fenotipico de reagoes bioquimicas e de sensibilidade 
padronizados. 

O resultado do CIQ deve ser avaliado antes das analises 
das amostras dos pacientes. O controle tem como objetivo 
validar os insumos e avaliar o desempenho dos testes e provas 
bioquimicas para uso na rotina, garantindo a qualidade da 
metodologia utilizada (Quadros 30.3 e 30.4). 

E parte integrante do CIQ a realizagao de ensaios de 
amostras cegas entre os colaboradores para microscopia, por 
exemplo, da coloragao de Gram, padronizando a leitura e a 
interpreta^ao dos achados entre eles. 

Os exames que eventualmente sao realizados em dois 
equipamentos tambem podem ser monitorados semestral- 
mente, por meio de estudos comparativos entre eles, utilizan- 
do amostras de pacientes e/ou cepas de referenda. 

Todas as etapas do CIQ devem ser registradas em for- 
mularios apropriados. E de responsabilidade do gestor da mi¬ 
crobiologia, ou colaborador por ele designado, supervisionar 
mensalmente todos os resultados de controle interno e, se 
necessario, tomar as agoes corretivas. 

Mais informagoes sobre o CIQ consultar capitulo espe- 
cifico nesta publica^ao. 

Controle Externo da Qualidade (CEQ) 

Todos os testes processados no setor de microbiologia 
devem ser monitorados periodicamente por amostras de 
provedores externos, chamadas ensaios de proficiencia. Esse 


programa serve para monitorar e avaliar objetiva e sistemati- 
camente a qualidade dos resultados liberados. 

Para os testes cujas amostras de ensaios de proficiencia 
nao estao disponiveis, e necessario implantar um programa 
de controle alternativo da qualidade (CAQ) utilizando re- 
cursos como comparagoes interlaboratoriais, controle duplo- 
-cego com materials conhecidos, estudo de correlagao clinica 
e de exames adicionais, analise de amostras da bacterioteca. A 
periodicidade da realizagao do CAQ deve ser defmida pelo 
laboratorio, e conforme a demanda dos mesmos. 

Atualmente o mercado de laboratorio conta com alguns 
programas nacionais e internacionais que podem ser utiliza¬ 
dos. Dentre os nacionais podemos citar Controlab e PNCQ 
(Programa Nacional de Controle de Qualidade) da Socie- 
dade Brasileira de Analises Clinicas. Entre os internacionais 
mais frequentemente adotados no Brasil podemos citar o 
CAP ( College of American Pathologists). 

Os resultados dos controles externos e alternativos devem 
ser analisados assim que estiverem disponiveis. As agoes cor¬ 
retivas, quando necessarias, devem ser abertas em formularios 
apropriados para avaliagao das causas dos erros. Uma boa a^ao 
corretiva do controle externo da qualidade deve conter, no 
minimo, uma investigagao inicial, estudo de causa raiz, avalia- 
£ao das amostras de pacientes liberadas na epoca em que o erro 
ocorreu, agoes corretivas rapidas e eficacia das agoes tomadas.E 
de responsabilidade do gestor do setor de microbiologia avaliar 
e aceitar o conteudo das analises criticas do CEQ. 

Verifica<;6es e validates 

Defmigao de verificagao e validagao conforme descritas 
no Cumitech 31A - Verification and Validation of Procedure in 
the Clinical Microbiology Laboratory. 

■ Verificafao: consiste num unico procedimento de 

confirmagao ou determinagao das caracteristicas do 


Quadro 30.3 Controle de qualidade de testes/insumos FO-285-1. 


Teste/ 

Insumo 

Fabricante 

Lote 

Validade 

Microrganismo 

testado 

Resultado 

esperado 

Resultado 

obtido 

Data/ 

tecnico 

Data/ 

tecnico 

Oxidase 

xxxxx 

34dt4 

23/10/14 

E. coli 

Negativo (-) 

- 

12/3/14 

13/3/14 





R aeruginosa 

Positivo (+) 

+ 

/A- 

/A- 

Catalase 

WWW 

234211 

25/7/1 5 

S. aureus 

Positivo (+) 

+ 

12/3/14 

13/3/14 





S. pyogenes 

Negativo (-) 

- 



Indol 

zzzz 

Ffa31 

20/1 2/14 

R aeruginosa 

Negativo (-) 

- 

12/3/14 

13/3/14 





E. coli 

Positivo (+) 

+ 

/^ 


PYR 

YYYY 

23856 

10/1/15 

S. agalactiae 

Negativo (-) 

- 

10/3/14 

1 7/3/14 





S. pyogenes 

Positivo (+) 

+ 

/A- 

fA- 


Fonte: Adaptado de Oplustil et ai, 2010. 
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Quadro 30.4 Sugestao para o Controle Interno da Qualidade de reagentes 

e provas bioqmmicas. 

Teste 

Frequencia 

Microrganismo e resultado esperado 

CAMP teste 

A cada dia de uso 

Positivo (+): 5. agalactiae 

Negativo (-): 5. pyogenes 

DNase 

A cada dia de uso 

Positivo (+): 5. aureus 

Negativo (-): 5. epidermidis 

Hipurato 

A cada dia de uso 

Positivo (+): 5. agalactiae 

Negativo (-): 5. pyogenes 

Teste da betalactamase (cefinase) 

A cada novo lote e nova remessa 

Positivo (+): 5. aureus 

Negativo (-): H. influenzae ATCC 10211 

Oxidase 

A cada novo lote e nova remessa 

Positivo (+):/? aeruginosa 

Negativo (-): E. coli 

Coagulase 

A cada novo lote e nova remessa 

Positivo (+): 5. aureus 

Negativo (-): 5. epidermidis 

Indol 

A cada novo lote e nova remessa 

Positivo (+): E. coli 

Negativo (-): R aeruginosa 

Catalase 

A cada novo lote e nova remessa 

Positivo (+): 5. aureus 

Negativo (-): 5. pyogenes 

Disco de novabiocina (NV 5 pg) 

A cada novo lote e nova remessa 

< 1 5 mm: 5. saprophitycus 
> 16 mm: 5. epidermidis 

Disco de optoquina 

A cada novo lote e nova remessa 

> 16 mm: 5. pneumoniae 

Sem halo de inibigao: 5. f aecalis 

PYR (L-pyrrolidonyl-p-naphtylamide) 

A cada novo lote e nova remessa 

Positivo (+): S. pyogenes 

Negativo (-): 5. agalactiae 


Fonte: Acervo das autoras 


teste quanto a sensibilidade, especificidade e, quando 
apropriado, valor preditivo positivo e negativo, precisao 
e acuracia do metodo, antes de ser implementado na ro- 
tina laboratorial. 

■ Valida^ao: procedimento que confirma que o teste 
continua operando satisfatoriamente de acordo com os 
criterios preestabelecidos. A valida^ao e parte integrante 
do programa de garantia da qualidade, por exemplo, a 
avaliagao de competencia dos colaboradores envolvi- 
dos no processo e os controles internos e externos da 
qualidade. 

As verifica^oes permitem correlacionar o desempenho de 
um “Teste” com o desempenho de um “Comparative” para 
definir se o primeiro (teste) gera, com determinado grau de 
confianga, resultados equivalentes aqueles do metodo utilizado 
para comparagao. As verifica^oes ocorrem sempre no momen- 
to da implantagao de novos sistemas, metodos ou testes. 


Quando implantamos metodos produzidos “m house” 
ou nao avaliados anteriormente pelo fabricante, utilizamos 
o conceito da validagao, que e o procedimento que fornece 
evidencias de que um sistema apresenta desempenho dentro 
das especificagoes da qualidade de maneira a fornecer resul¬ 
tados validos. 

Para as verificagoes qualitativas e semiquantitativas que 
nao sao consideradas padrao-ouro, a concordancia devera ser 
avaliada. As outras especifica^oes analiticas podem ser adqui- 
ridas e verificadas por meio de informagoes fornecidas pelo 
fabricante, como testes de sensibilidade e especificidade, e 
valor preditivo. 

O laboratorio deve manter os registros de especificagoes 
de desempenho do metodo, enquanto o metodo esta em uso, e 
pelo menos por cinco anos apos a descontinuagao do mesmo. 

Sugere-se consultar o documento de referenda Cumi- 
tech 31A e o documento da Anvisa- Microbiologia Clinica 
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para o Controle de Infecgao Relacionada a Assistencia a Sau- 
de (modulo II). 

■ CONTROLE DE DOCUMENTOS E REGISTRO 

O controle de documento aplica-se a todas as politicas 
defmidas, procedimentos e registros em formularios. O labo¬ 
ratorio deve ter um sistema de gestao ou controle de docu- 
mentos para assegurar: 

■ que todas as copias de politicas e procedimentos estao 
atualizadas; 

■ que os colaboradores estao familiarizados com politicas/ 
procedimentos pertinentes as suas atividades de trabalho; 

■ que todas as politicas/procedimentos sao revisadas pe- 
riodicamente (anual) e aprovadas pelo diretor do labo¬ 
ratorio ou gestor por ele designado antes da implemen- 
ta^ao. Todos os colaboradores devem ser treinados em 
novas politicas e procedimentos que possuem impacto 
para o produto do laboratorio; 

■ que quando qualquer documento da qualidade torna- 
-se obsoleto deve ser mantido disponivel em arquivos 
separados, durante pelo menos cinco anos. 

O laboratorio deve adotar uma politica de controle e 
revisao de documentos da qualidade. Manuais eletronicos sao 
totalmente aceitaveis. Nao ha nenhuma exigencia que copias 
em papel estejam disponiveis. O laboratorio deve disponibi- 
lizar a documenta^ao no ambiente de trabalho, de facil acesso, 
eletronicamente ou em formato fisico. 

As atividades de um processo do setor de microbiologia 
devem estar descritas na forma de procedimento (por exem- 
plo, POP - Procedimento Operacional Padrao) e os registros 
dessas atividades devem ser realizados em formularios. 

Os procedimentos analiticos devem conter no minimo: a 
fmalidade e o principio do metodo, aplicagao clinica, padroes, 
controles, reativos e outros insumos, equipamentos, passo a 
passo para realiza^ao do teste, defmigao do CIQ e CEQ, flu- 
xogramas, calculos, interferentes e rea^oes cruzadas, valores 
de referenda e valores criticos quando aplicaveis, linearidade, 
limite de deteegao e limitagoes do metodo, interpretagao do 
teste, references bibliograficas, criterios de libera^ao de resul- 
tados e a^oes de seguranga dos colaboradores. 

■ GESTAO DE EQUIPAMENTOS E INSUMOS 

O laboratorio deve implantar e manter equipamentos de 
analise e insumos que atendam a demanda de testes realizados 
na rotina, sendo que estes devem possuir registros previos na 
Anvisa. 

Equipamentos 

O SGQ deve contemplar um programa documentado de 
monitoramento periodico de todos os equipamentos utiliza- 
dos no setor de microbiologia, incluindo manuten^ao pre- 
ventiva, corretiva, calibrates e verificagao de desempenho. 
Todas as manutengoes realizadas nos equipamentos devem ser 


registradas em formularios proprios, de acordo com a perio- 
dicidade e as especificagoes do fabricante. Os manuais desses 
equipamentos devem estar disponiveis na area tecnica e con- 
sultados sempre que necessario. Os registros de desempenho 
dos equipamentos devem ser armazenados durante toda a 
vida util do equipamento. 

As temperaturas de geladeiras, freezers, banhos-maria, 
ambiente, incubadoras devem ser defmidas conforme a ne- 
cessidade dos itens armazenados e registradas diariamente. 
Elaborar procedimentos e registros de higienizagao periodica 
da superficie de trabalho, de cabines de seguran^a biologica, 
geladeiras e freezers, banhos-maria e centrifugas. 

Meios de cultura 

Entende-se por insumos em microbiologia: reagentes, 
kits, meios de cultura (fabricados pelo laboratorio ou com- 
prados prontos para uso), disco de antimicrobianos, soro- 
logias, paineis ou cartoes de sistemas automatizados, entre 
outros. Para os laboratories que fabricam meios de cultura 
ha necessidade de elaborar um manual de preparo descre- 
vendo em detalhes o processo e o controle de qualidade dos 
mesmos. Registrar a quantidade de meios de cultura prepara- 
do, numero do lote, aditivos, data do preparo, pH, validade e 
tecnico responsavel pela preparagao. E essencial realizar teste 
de esterilidade e desempenho dos meios preparados no labo¬ 
ratorio utilizando cepas de referenda. Documentar todos os 
resultados em formularios apropriados. 

Para os meios de cultura adquiridos comercialmente, 
apesar dos certificados de qualidade que os acompanham, 
ha necessidade de realizar uma inspe^ao no recebimento. 
Os itens que devem ser avaliados sao: data do recebimento, 
nome do meio, lote, validade, quantidade. Inspecionar por 
amostragem placas quebradas ou rachadas, espessura do meio, 
presenga de contaminagao, ressecamento, bolhas, hemolise, 
descolamento do agar e presenga de agua de condensa^ao. 

Alguns meios comerciais que devem ser testados pelo la¬ 
boratorio independentemente do certificado de qualidade do 
fabricante, sao: meios de cultura para Campylobacter , agar-choco¬ 
late, agar Thayer-Martin, entre outros. (CLSI M22-A3 Quality 
Control for Commercially Prepared Microbiological Culture Media). 

Corantes e reagentes 

O rotulo de cada corante ou reagente deve conter, no 
minimo, nome, concentragao, condigoes de estocagem, data 
do preparo, quando foi colocado em uso e prazo de validade, 
sendo que a estocagem do mesmo devera ser realizada con- 
forme as recomendagoes do fabricante. O controle de quali¬ 
dade dos reagentes e corantes preparados no laboratorio pode 
ser testado utilizando controles positivos e negativos. 

Novos lotes e novas remesas de kits , antissoros, discos de 
antibioticos devem ser testados, conforme recomendagao do 
fabricante, e em paralelo com o lote anterior ou com ce¬ 
pas de referenda antes de serem colocados em uso. Os re¬ 
sultados dos testes devem ser documentados em formularios 
apropriados. 
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■ CAPACITAgAO DE COLABORADORES 

O laboratorio deve ter um organograma, politicas de 
pessoal, e as describes das fun^oes que definam as qualifica- 
goes e os deveres para todos os cargos (analistas, tecnicos, au- 
xiliares etc.). Arquivos de pessoal devem conter qualificagoes, 
incluindo copias de diplomas/transcribes, licengas (quando 
necessario), avaliagoes de desempenho, registros de educagao 
continuada e registros de saude, incluindo teste para cores 
de Ishihara (teste para detec^ao do daltonismo). O teste de 
discriminagao de cores e importante para o pessoal que reali- 
za ensaios que exigem avaliagao por meio de cores. 

O bom andamento das atividades do laboratorio de¬ 
pendent da qualidade das informagoes fornecidas aos cola- 
boradores. Com esse objetivo e essencial que o laboratorio 
disponibilize um codigo de etica e conduta, e que periodi- 
camente defina com cada colaborador quais sao suas metas 
dentro de determinado periodo de tempo. Essas metas po- 
dem ser para capacitagao tecnica ou comportamentais. 

Os colaboradores devem ser capacitados, utilizando um 
piano de treinamento adequado desde sua admissao no la¬ 
boratorio, devendo ser qualificados para o volume e a com- 
plexidade do trabalho. A capacitagao de cada colaborador 
deve estar registrada em um documento de matriz de res- 
ponsabilidade. 

Para assegurar a exatidao dos processos realizados no se- 
tor de microbiologia, os colaboradores devem ter sua com¬ 
petence avaliada sempre apos novos treinamentos (avaliagao 
da competence inicial), anualmente, e quando detectadas nao 
conformidades relacionadas ao desempenho. 

■ GESTAO DAS AgOES CORRETIVAS E 
PREVENTIVAS 

O laboratorio deve definir uma politica para registrar as 
ocorrencias, tomando a^oes corretivas de nao conformidades, 
quando necessario, e nao abrindo mao de registrar a^oes pre- 
ventivas para evitar problemas futuros. 

Para adquirir a cultura de registrar os eventos nao con- 
formes, o apoio dos superiores e fundamental. O gestor do 
setor de microbiologia precisa receber cada nao conformida- 
de como uma oportunidade de melhoria, estudar a causa raiz 
do problema utilizando as ferramentas da qualidade disponi- 
veis e aplicaveis (diagrama de causa e efeito, ferramenta dos 
cinco porques ou outras), e tomar as agoes necessarias com 
base nos resultados da causa raiz estudada inicialmente. Apos 
a conclusao das agoes corretivas, a nao conformidade deve 
permanecer sob avaliagao ate que a eficacia das agoes seja 
compravada na pratica. 

Para criar a cultura de registro de nao conformidade o 
setor deve: 

■ Entender o processo e nao tratar a nao conformi¬ 
dade com agoes punitivas, e, sim, de oportunidade de 
melhoria. 

■ Implantar melhorias em processos relacionados aos re¬ 
sultados e a seguranga do paciente. 


■ Promover estimulos educacionais. 

■ Melhorar a autoestima dos colaboradores estimulando 
uma boa comunica^ao. 

As agoes de prevengao sao utilizadas para eliminar ou 
minimizar possiveis nao conformidades. Culturalmente, os 
laboratories realizam inumeras a^oes preventivas, mas nao 
tern o habito de registra-las. Exemplos de a^oes preventivas 
no setor de microbiologia: 

Disponibilizar aos medicos das unidades hospitalares um 
sistema automatizado de entrega de laudos preliminares e/ 
ou defmitivos. 

■ Dois colaboradores diferentes para digitar e conferir os 
resultados. 

■ Flags no momento da conferencia dos resultados, aler- 
tando possiveis erros. 

■ Avaliagao dos resultados anteriores durante as analises 
das amostras e conferencia de resultados. 

■ Correlacionar exames de mesma amostra biologica, por 
exemplo, cultura de urina e sedimentoscopia ou micros- 
copia pelo Gram. 

■ Correlacionar o resultado da microscopia com cresci- 
mento na cultura. 

Quando descrevemos sobre agoes corretivas, nao pode- 
mos deixar de lembrar que todas as reclamagoes de clientes 
que chegam ao laboratorio pelos canais: telefone, e-mail, site, 
redes sociais, e pessoalmente devem ser registradas e tratadas. 
O laboratorio deve estar preparado para dar um retorno ade¬ 
quado as reclama^oes, dentro de um prazo preestabelecido, e 
estas devem ser utilizadas tambem como fonte de melhoria. 
Periodicamente, o setor deve avaliar as reclama^oes recebidas 
de forma critica (pode-se definir indicadores e metas), envol- 
vendo seus colaboradores. 

■ BIOSSEGURANgA 

O grande risco para os colaboradores que trabalham em 
laboratorio de microbiologia esta associado a manipulagao 
de amostras contaminadas e microrganismos isolados dessas 
amostras. O reconhecimento de novos agentes infecciosos, 
a emergencia da resistencia microbiana, novos metodos de 
diagnostico e tratamento, alem de potenciais agentes de bio- 
terrorismo, reforgaram o interesse em melhorar a seguranga 
no laboratorio de microbiologia. E de responsabilidade da 
dire^ao do laboratorio dispor de condigoes adequadas de se- 
guranga para eliminar ou reduzir a exposi^ao dos colabora¬ 
dores e do meio ambiente ao perigo potencial dos diversos 
agentes infecciosos. 

O principal objetivo de um programa de biosseguranga 
e a contengao de agentes biologicos potencialmente infec¬ 
ciosos. O proposito da “contengao” e reduzir ou eliminar a 
exposigao dos colaboradores, de outras pessoas e do ambien¬ 
te externo a agentes potencialmente perigosos. Basicamente, 
existem tres mecanismos de contengao, que incluem tecnicas 
e praticas de laboratorio, equipamentos de seguranga e insta- 
lagoes do laboratorio. 
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Tecnicas e praticas de laboratorio 

Cada laboratorio deve desenvolver seu proprio manual 
de seguranca (seguranca quimica basica, biosseguranca, pre- 
vencao de incendios, uso de equipamentos de protecao, ris- 
co eletrico, limpeza e desinfeccao de areas e equipamentos), 
identificando os perigos a serem encontrados e especificando 
as praticas e os procedimentos adequados para minimizar ou 
eliminar os riscos de contaminado. Os colaboradores devem 
ser treinados para reconhecer os perigos e praticar as Boas 
Praticas em Laboratorio Clinico (BPLC’s) e as Normas de 
Biosseguranca (NR-32 Ministerio do Trabalho e Emprego). 

E de responsabilidade da direcao do laboratorio a im- 
plantacao de: 

■ Programa de Prevencao de Risco Ambiental (PPRA) 
avaliado anualmente (NR-32). 

■ Programa de Controle Medico de Saude Ocupacional 
(PCMSO) — exame pre-admissional e periodico (clini- 
co e laboratorial) - anual. 

■ Programa de vacinacao atualizado. 

■ Registro de doencas e acidentes de trabalho. 

■ Boas Praticas em Laboratorio Clinico (BPLC’s). 

■ Acesso limitado ao laboratorio. 

A seguranca aos colaboradores e dada por meio de roti- 
nas de trabalho, com a utilizacao de tecnicas microbiologicas 
adequadas, do uso apropriado de equipamentos de protecao 
coletiva (EPC) e equipamentos de protecao individual (EPI), 
da vigilancia da saude dos colaboradores e da organizacao do 
ambiente de trabalho. 

A protecao ambiental a exposicao de materials infectados 
e realizada pela combinacao da pratica operacional e do pro- 
jeto das instalacoes do laboratorio. 

Boas praticas em laboratorio clinico (BPLC’s) 

■ Proibido comer, beber, fumar, guardar alimentos e apli- 
car cosmeticos na area tecnica. 

■ Cabelos longos devem estar sempre presos durante a 
jornada de trabalho. 

■ Evitar o uso de adornos como joias, bijuterias e outros 
aderecos. 

■ Quando sao usados crachas presos com cordao em volta 
do pescoco, estes devem estar sob o jaleco. 

■ E vedado o uso de calcados abertos (chinelos e sandalias). 

■ Toda amostra biologica deve ser considerada potencial- 
mente contaminada. 

■ E obrigatorio uso de EPI’s. 

■ Proibido pipetar com a boca. Utilizar pipetas automaticas. 

■ E obrigatoria a descontaminacao das bancadas de traba¬ 
lho antes e apos o desenvolvimento das atividades. 

■ Proibido reencapar e entortar agulhas apos o uso. 

■ Descartar material perfurocortante em recipiente 
apropriado. 

■ Material contaminado deve ser descontaminado antes 
do descarte. 


■ Determinar areas limp as e contaminadas. 

■ Os equipamentos devem ser descontaminados antes de 
ser transportados. 

■ Manter organizadas todas as areas de trabalho. 

■ Nao estocar grandes quantidades de itens contamina- 
dos em areas de trabalho (ex.: placas com crescimento 
bacteriano). 

■ Tirar o jaleco quando sair do setor e coloca-lo em local 
apropriado. Higienizar corretamente as maos. 

■ Nao manipular materials nao identificados. 

■ Segregar e acondicionar adequadamente residuos biolo- 
gicos, quimicos e ionizantes. 

■ Depositar todo material contaminado utilizado nas ana- 
lises microbiologicas em recipientes apropriados para 
autoclavacao previa, antes do descarte final. 

■ Lavar as maos e/ou a superficie da pele imediatamente 
apos contato com amostra biologica, apos remover luvas 
e ao completar qualquer atividade. 

■ Sempre ter em mente que toda superficie, tanto de tra¬ 
balho quanto de recipientes pode ter sido contaminada 
inadvertidamente. O manuseio das amostras deve ser fei- 
to com cuidado para prevenir eventual acidente ou pro- 
ducao de aerossois. Utilizar luvas sempre que necessario. 

Equipamentos de seguranqa 

Os equipamentos de seguranca incluem equipamentos 
de protecao coletiva (EPC) como cabine de seguranca biolo¬ 
gica, combinada com o uso de EPI (luvas,jalecos, gorros, pro¬ 
ves, mascara, oculos ou viseira de protecao) (Quadro 30.5). 

■ Equipamento de Protecao Individual (EPI) - todo dis- 
positivo ou produto de uso individual pelo colaborador, 
destinado a protecao de riscos capazes de ameacar a se¬ 
guranca e a saude no trabalho (NR5 MTE). Compete 
ao profissional usa-los e conserva-los. Avental, luvas, 
Kevlar®, mascara, oculos de protecao, protetor facial e 
sapatos. 

■ Equipamento de Protecao Coletiva (EPC) - cabine de 
seguranca biologica, lava-olhos, chuveiro de seguranca, 
autoclave, incinerador, equipamentos de combate a in¬ 
cendios e kit para derramamento de produtos quimicos. 

Cabine de seguranqa biologica 

E o principal equipamento de contencao de respingos 
ou aerossois gerados pelos procedimentos microbiologicos. 
Existem tres tipos de cabine de seguranca biologica (classes 

I, II e III). 

■ Cabine de seguranfa biologica classe I: e uma ca¬ 
bine em que o fluxo de ar ocorre de fora para dentro, 
pela abertura frontal, sobre a superficie de trabalho. Os 
aerossois eventualmente gerados pela manipulacao do 
material sao carregados pelo fluxo de ar para o duto de 
exaustao. No final do duto de exaustao existe um filtro 
HEPA (high efficiency particulate air) eoare liberado para 
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Quadro 30.5 Equipamentos de protegao e nfveis de seguranga de laboratorio. 


Atividades 

Equipamentos de protegao 

Nivel de seguranga 

Processamento inicial 
das amostras biologicas 

Luvas, jaleco, cabine de seguranga 
biologica 

2 

Subcultivo de hemoculturas 

Luvas, jaleco, cabine de seguranga, 
oculos ou viseira de protegao 

2 

Subcultivo de colonias ou de meios em caldo 

Jaleco, oculos ou viseira de protegao e luvas 

2 

Identificagao e antibiograma 
(manual ou automatizado) 

Jaleco, oculos ou viseira de protegao e luvas 

2 

Manipulagao de culturas com crescimento de 
micobacterias e fungos 

Luvas, jaleco, mascara, cabine de seguranga e 
centrifuga com cagapa protegida 

3 


Fonte: Acervo das autoras 


o interior do laboratorio. Essas cabines protegem o ope- 
rador e o ambiente externo a cabine, mas nao o material 
que esta sendo manipulado, e podem ser usadas quando 
se trabalha com microrganismos de baixo ou moderado 
risco. 

Cabine de seguranga biologica classe II: e uma 

cabine com abertura frontal, na qual uma parte do ar e 
recirculado. Esse tipo de cabine protege o operador, o 
produto e o meio ambiente. 

■ Cabine tipo Al: na qual o ar ambiente entra pela 
abertura frontal, 70% e recirculado para o interior 
da cabine, passando por um filtro HEPA e 30% e 
exaurido para o interior do laboratorio, passando 
por outro filtro HEPA. Esse tipo de cabine nao 
pode ser utilizado para trabalhos com substancias 
quimicas volateis, radioativas ou toxicas. 

■ Cabine tipo Bl: tern 30% de recirculagao do ar 
e 70% e exaurido passando por um filtro HEPA e 
dutada para o exterior do laboratorio. Essa cabine 
pode ser utilizada com substancias quimicas de bai- 
xa volatilidade e protege tambem a amostra que esta 
sendo manipulada. 

■ Cabine tipo B2: tern 100% de exaustao, sem re- 
circulagao do ar, protegendo o operador, o material 
manipulado e o ambiente. E indicada para a ma- 
nipulagao de radioisotopos e vapores, e e indicada 
para trabalho com culturas de micobacterias. Esse 
tipo de cabine deve ser dutado para fora do predio. 

Cabine de seguranga biologica classe III: e uma 
cabine hermeticamente fechada, impermeavel a gases, e 
todo o trabalho e realizado com luvas de borracha que 
estao presas a camara. Oferece o mais alto grau de pro¬ 
tegao ao operador e ao meio ambiente. O ar que entra 
passa por um filtro HEPA e o ar que sai pelo exaustor 
passa por dois filtros HEPA dispostos sequencialmente. 


Todos os equipamentos necessarios (centrifuga, incuba- 
dora etc.) devem estar dentro da cabine. E indicada para 
o trabalho com microrganismos de alto poder infectante, 
em lab oratorios nivel 4. 

Dicas para o bom uso da cabine de seguranga biologica: 

■ As cabines devem estar localizadas em local de pouco 
trafego e distantes de portas. Devem ser instaladas em 
local apropriado para melhor uso do equipamento. 

■ Evitar colocar equipamentos e materiais a menos de 
11 cm da abertura frontal da cabine para nao obstruir 
o fluxo de ar necessario para o bom funcionamento do 
equipamento. 

■ Nao utilizar bico de Bunsen no interior da cabine, pois 
o calor emanado pode distorcer o fluxo de ar e provocar 
danos aos filtros. A melhor opgao e utilizar algas descar- 
taveis ou incinerador eletrico. Nao bloquear as grelhas 
de entrada e saida de ar com papeis. 

■ A luz ultravioleta (UV) e considerada item dispensavel, 
mas instalada na grande maioria das CSB. A luz UV, se 
instalada, deve ser limpa semanalmente para que sujidade 
e poeira nao bloqueiem a atividade germicida. A inten- 
sidade da luz UV deve ser verificada quando a cabine e 
certificada, a fim de assegurar que a emissao de luz esta 
apropriada. Nao expor os olhos e pele a luz UV. 

■ Ao ligar a cabine, limpar a superficie de trabalho do 
equipamento com alcool 70% e deixar a cabine e a luz 
UV, ao menos 10 a 15 minutos em funcionamento, antes 
de iniciar a rotina de trabalho. Fazer o mesmo processo 
depois da desinfecgao diaria e antes de desliga-la. 

■ Desligar a luz UV quando a cabine estiver sendo utiliza¬ 
da, no intuito de proteger olhos e pele. 

■ Evitar ligar e desligar muitas vezes a cabine durante o 
periodo de trabalho. 
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Se o laboratorio funciona 24 horas, nao desligar a cabi- 
ne, a nao ser que apresente malfuncionamento. 

Evitar perturbar o fluxo de ar com movimentos de en- 
trada e retirada de materials e das maos. Aguardar 1 mi- 
nuto apos a introdugao dos bragos do operador na cabi- 
ne antes de iniciar o trabalho, para que o fluxo de ar no 
interior da cabine se estabilize. Se tiver que introduzir e 
retirar os bravos da cabine varias vezes, os movimentos 
devem ser lentos e cuidadosos. 

Trocar os filtros de acordo com as especificagoes do 
fabricante e das avalia^oes nas certificates semestrais. 
A certificagao e troca de filtros deve ser realizada por 
profissionais especializados. 


Instala<;6es do laboratorio 

O projeto das instalagoes do laboratorio de microbiolo¬ 
gia e uma importante barreira de prote^ao para os colabora- 
dores que exercem suas atividades fora ou dentro da area de 
trabalho. A area fisica do laboratorio deve ser planejada de 
acordo com os agentes a serem manipulados (Quadro 30.6). 

Niveis de biosseguranca 

Existem quatro niveis de seguranga classificados confor- 
me a atividade e o microrganismo de maior risco envolvido 
no trabalho segundo a RDC/Anvisa n- 50, o CDC (Center 
for Disease Control and Prevention) e o NIH (National Health of 
Institute) (Quadro 30.7). 


Quadro 30.6 Classes de riscos dos agentes biologicos. 


Classe de risco 

Risco individual 

Risco para comunidade 

Infectividade 

1 

Baixo 

Baixo 

Nenhum risco ou baixa probabilidade de infectar 
homem e animais. 

2 

Moderado 

Baixo 

Pode causar infeegoes humana ou animal. Existem 
medidas eficazes terapeuticas ou profilaticas. Risco 
limitado de propagagao da infeegao. 

3 

Elevado 

Moderado 

Pode causar infeegoes graves ao homem e em 
animais, podendo infectar outras pessoas. Existem 
medidas terapeuticas e/ou profilaxia 

4 

Elevado 

Elevado 

Grande ameaga para humanos e animais. 

Altamente patogenicos e de grande poder de 
transmissibilidade de uma pessoa para outra, 
direta ou indiretamente, nao existindo medidas 
terapeuticas ou profilaticas. 


Fonte: Adaptado da referenda 1. 


Quadro 30.7 Niveis de seguran^a recomendados para agentes infecciosos. 


Nivel 

(NB) 

Classificacao do 
agente 

Agente 

Condutas 

Barreiras 
primarias e EPI 

Instalagoes 

1 

Pouca 

probabilidade de 
causar doengas em 
adultos sadios 

Bacillus subtilis, 
Lactobacillus casei. 

Protozoarios de vida 
livre 

Boas praticas em 
laboratorio clinico 
(BPLC's) 

Barreiras primarias: 
nao requerida. 

EPI: Jaleco e luvas. 
Oculos e viseira de 
protegao, quando 
necessario 

Bancada aberta e 
pia 

2 

Agentes associados 
a doengas em 
humanos 

Microrganismos 
causadores de 
infeegoes 

Condutas do NB-1, 
acrescido de: 

• Acesso limitado 

• Sinalizagao de risco 
biologico 

Barreiras Primarias: 
Cabine de seguranga 
(classe 1 ou II), usada 
para manipulagoes de 
materials que possam 
causar respingos ou 
aerossois. 

NB-1 acrescido de: 

• autoclave 
disponivel 
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Quadro 30.7 Nfveis de seguranga recomendados para agentes infecciosos. 


(' Continuagao) 


Nivel 

(NB) 

Classificagao do 
agente 

Agente 

Condutas 

Barreiras Instalagoes 

primarias e EPI 

2 

Transmissao: lesao 

Exemplos: 

• Cuidados com 

EPI: Jaleco, luvas 


cutanea, ingestao, 

Salmonella , Shigella , 

perfurocortantes 

oculos e viseiras de 


exposigao de 

virus da hepatite 

• Normas para 

protegao, quando 


mucosa 

B, HIV, Toxoplasma 
spp. Staphylococcus 
aureus, entre outros 

descontaminagao 
e de descarte de 
residuos 

necessario 


Agentes associados 
a doengas graves 
ou potencialmente 
letais 

Transmissao: 

aerossois 


Todos os agentes 
mencionados 
no NB-2 e 
Mycobacterium 
tuberculosis; 
Brucella spp. 
Coxiella burnetii 
Bacillus anthracis, 
Histoplasma 


• Procedimento de 
Biosseguranga 
disponivel e de facil 
acesso 

Condutas do NB-2, 

acrescido de: 

• Acesso controlado 
Descontaminagao de 
todo o residuo (ex.: 
autoclavagao) 

• Descontaminagao do 
vestuario antes da 
lavagem, se nao for 
descartavel 


Barreiras primarias: 

• CSB Classe II, 
dutada para area 
externa. 

• EPI: Jaleco adicional 
(descartavel), luvas, 
oculos, viseiras de 
protegao e mascara 
de protegao N95, 
quando necessario 


NB-2, acrescido de: 

• Sistema de 
exaustao 
controlado e 
exclusivo de 
pressao negativa 
sem recirculagao 
do ar 

• Dupla porta 
de acesso com 
fechamento 
automatico 

• Separagao fisica 
de corredor de 
acesso 

• Pia para lavagem 
das maos proxima 
a saida do 
laboratorio 


4 Associados a 

Arenavirus (Lassa, 

Condutas do NB-3, 

Barreiras primarias: 

NB-3, acrescido de: 

agentes com alto 

Junin, Machupo), 

acrescido de: 

CSB Classe III ou 

• Laboratorio 

risco de causar 

Filovirus (Ebola), 

• Troca de roupa na 

Classes 1 ou II 

separado de 

lesao letal 

entre outros 

entrada 

com uso de trajes 

outras unidades 

Agentes com 


• Tomar banho na 

pressurizados 

laboratoriais ou 

relagao antigenica 
proxima aos 
agentes da classe 
de risco biologico 

4 ate que se 
defina o nivel de 
biosseguranga 

Transmissao: 
aerossois ou risco 
de transmissao 
desconhecida 


saida 

• Descontaminagao de 
todo material antes 
de sair do laboratorio 

positivamente 

em area isolada 
• Instalagao do 
laboratorio 
(exaustao, 
fornecimento 
de ar, vacuo e 
descontaminagao) 

Fonte: Adaptado de Oplustil et al., 2010. 
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■ TRANSPORTE DE AMOSTRA 

O transporte das amostras infecciosas deve ocorrer de 
acordo com os regulamentos nacionais e internacionais. 

O cumprimento das regras tem o objetivo de: 

■ Reduzir a probabilidade de danos e vazamentos. 

■ Reduzir exposigao resultando em possiveis infec^oes. 

■ Melhorar a eficiencia da entrega. 

Recomendagoes: 

■ O acondicionamento deve suportar manipulates brus- 
cas e conter material liquido sem que ocorra vazamento 
para o lado de fora. 

■ Rotulagem adequada das embalagens com o simbolo 
de “risco biologico” e outro rotulo que alerte sobre o 
conteudo perigoso da embalagem. 

■ Documentagao sobre o conteudo da embalagem con- 
tendo informates necessarias para caso de situagao de 
emergencia. 

■ Verificar se os frascos estao bem vedados. 


■ As amostras devem estar devidamente identificadas. 

■ Utilizar maletas ou caixas rigidas com tampas higienizaveis. 

■ Utilizar uma segunda bandeja, plastica ou inox, carrinho, 
recipientes a prova de vazamento para transportar inter- 
namente no laboratorio. 

Limpeza de superficies 

Uma das atividades mais importantes para manter a area 
fisica e os equipamentos em condigoes adequadas e a limpeza 
geral do laboratorio. A limpeza inclui o cuidado com as su¬ 
perficies e com o residuo gerado dentro do laboratorio. 

A agao do desinfetante depende da natureza do material 
derramado, da superficie a ser descontaminada, do numero 
de microrganismos presentes, e da resistencia dos mesmos ao 
efeito do germicida. Materiais com alta concentragao de pro- 
teinas (sangue e soro) podem inativar o desinfetante. 

As solutes desinfetantes mais utilizadas para desinfeegao 
de superficies (bancadas) de trabalho sao: hipoclorito de sodio 
0,1% a 0,5% ou alcool etilico a 70% (V/V) (Quadro 30.8 e 
Tabela 30.1). 


Quadro 30.8 Procedimentos e produtos utilizados para descontaminagao de artigos e superficies do laboratorio. 

Descontaminante 

Procedimento/ 

Concentragao 

Tempo de 
contato 

Atividade contra 

Caracteristicas 

importantes 

Aplicagao 

Autoclave: 

Vapor saturado 

50-90 min 

• Bacterias 

Riscos de queimadura 

• Residuos 

1 5psi 

Autoclave 

27psi 

121 °C 

Vapor saturado 

132 °C 

10-20 min 

• Micobacterias 

• Esporos 

• Fungos 

• Virus 

se operado 
inadequadamente 

• infectantes 

• Liquidos 

• Vidrarias 

Incinerador eletrico 
de bancada 

Aquecimento 
600-900 °C 

Minimo de 5 s e 

maximo de 30 s 

• Bacterias 

• Micobacterias 

• Esporos 

• Fungos 

Riscos de queimadura 

• Algas e fios 
bacteriologicos 

Quaternario de 
amonio 

0,1 %-2% 

10-30 min 

• Bacterias (V) 

• Fungos (V) 

• Virus lipofilicos 
(ex.: HIV, HBV) 

• Toxico se absorvido 
ou ingerido 

• Inativado por 
material organico 

• Pisos, mobiliarios 
e paredes 

Fenois 

0,2%-5% 

10-30 min 

• Bacterias 

• Micobacterias 

• Fungos 

• Virus 

hidrofilicos (V) 

• Virus lipofilicos 

• Efeito residual 

• Corrosivo 

• Efeito irritante de 
pele e olhos 

• Toxico se absorvido 
ou ingerido 

Descontaminagao 
ambiental de 
bancadas, pisos 
e superficies 
contaminados com 
material infectante 
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Quadro 30.8 Procedimentos e produtos utilizados para descontaminagao de artigos e superficies do laboratorio. 

(• Continua^ao) 


Descontaminante 

Procedi mento/ 
Concentragao 

Tempo de 
contato 

Atividade contra 

Caracteristicas 

importantes 

Aplicagao 

Cloro e compostos 
dorados 

0,1 %-2% 
(1.000 a 
20.000 ppm) 

10-30 min 

• Bacterias 

• Mi co bacterias 

• Fungos 

• Esporos (V) 

• Virus 

• Inativados por 
materia organica 

• Efeito residual 

• Corrosivos 

• Efeito irritante de 
pele, olhos e 

• trato respiratorio 

• Toxico se absorvido 
ou ingerido 

Descontaminagao 
ambiental de 
bancadas, pisos 
e superficies 
contaminados com 
material infectante 

Alcool etilico 

70%-85% 

10-30 min 

• Bacterias 

• Micobacterias 

• Fungos 

• Virus 

hidrofilicos (V) 

• Virus lipofilicos 

• Inativado por 
materia organica 

• Efeito irritante de pele 

• Efeito irritante de 
olhos 

• Toxico se absorvido 
ou ingerido 

• Superficies de 
equipamentos 

• Antissepsia de 
pele 


V = poder germicida variavel. 
Fonte: Oplustil et ai, 2010. 





Tabela 30.1 Diluigao para utilizagao da agua sanitaria comercial (solugao aquosa de hipoclorito de sodio). 

Volume 
de agua 
sanitaria 

Volume 
de agua 
(mL) 

Diluigao* 

% Cloro livre 

Tempo de 
exposigao 
(minutos) 

Utilizagao 

Pura* 

(volume 

desejado) 

0 

- 

2% 

20.000 ppm 

- 

Altamente corrosivo para metais 
• Utilizar em frasco afunilado para desprezar material 
liquido contaminado 

1 mL 

1 

1/2 

1% 

10.000 ppm 

10a 20 

Alto poder de descontaminagao 
• para superficies porosas ou sobre material biologico 
derramado 

1 mL 

19 

1/20 

0,1% 

(1.000 ppm) 

10 

Medio poder de descontaminagao 
• para superficies (bancadas de trabalho) sem 
material biologico derramado 


** Todas as dilutes devem ser preparadas semanalmente com agua de torneira para prevenir a perda da agao germicida durante a estocagem ou para pronto uso. 
** Geralmente as aguas sanitarias nacionais apresentam 2% de cloro livre. 

Fonte: Oplustil et ai, 2010. 


Orientates para descontaminagao em caso de 
acidente 

Derramamento de material biologico 

■ Isolar a area e nao entrar na sala por pelo menos 30 minutos. 

■ Usar luvas ejaleco (EPI’s). 


Colocar sobre o sangue, fluido ou material contaminado 
papel absorvente (ex.: papel-toalha). 

Saturar o papel-toalha com hipoclorito de sodio a 0,5% 
a 1% por 10 minutos. 

Remover os residuos e descarta-los em caixa apropriada 
ou saco autoclavavel (polietileno de alta densidade). 
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■ Fazer nova descontaminagao da area com hipoclorito de 
sodio de 0,5% a 1%. 

■ Todo material utilizado na limpeza devera ser descartado 
em local apropriado (fragmentos de vidro e outros ma¬ 
terials cortantes). 

Quebra de tubos com material biologico na centrifuga 

■ Desligar a centrifuga e mante-la fechada por 30 minutos 
para dispersao dos aerossois. 

■ Usar EPI’s. 

■ Com o auxilio de uma pinga, recolher os estilhagos e 
descarta-los em caixa apropriada. 

■ Limpar as cagapas, os pinos e o rotor com solugao ger- 
micida apropriada. Nao usar hipoclorito de sodio em 
metais para nao haver corrosao. 

■ Limpar internamente a centrifuga com gaze embebida 
com solugao germicida e apos com pano embebido em 
agua e sabao. 


■ Descartar o material usado na descontaminagao em reci- 
piente com saco autoclavavel. 

Derramamento de produto quimico 

■ Utilizar EPI’s. 

■ Conter o liquido derramado em area reduzida. 

■ Cobrir com vermiculina ou areia e aguardar sua 
absorgao. 

■ Recolher todo o residuo e o material utilizado para lim¬ 
par a area em saco plastico preto para posterior descarte. 

Biosseguranqa em micobacteriologia 

A decisao sobre quais medidas de biosseguranca sao as 
mais adequadas para um laboratorio de micobacteriologia 
deve ser baseada nas avaliagoes de risco dos diferentes tipos 
de procedimentos que sao realizados pelo laboratorio (Qua- 
dro 30.9 e 30.10). 


Quadro 30.9 Fatores a serem considerados para determinar o grau de risco 
niveis de laboratorio de micobacteriologia. 

para medidas de precaugao para diferentes 

Fatores que variam de acordo com os 


Procedimento 


procedimentos realizados pelo laboratorio 

Pesquisa direta 
(microscopia) 

Processamento de 
cultura 

Manipulagao de 
culturas e ATB 

Risco relativo (95% Cl) do trabalhador do 
laboratorio adquirir TB no laboratorio, comparado 
com um nao trabalhador do laboratorio. 

1,4 

(0,2-10,0) 

7,8 

(1,7-34,9) 

22 

(4,5-102,5) 

Carga de BAAR na amostra manipulada 

Variavel 

Variavel 

Alta: >10 8 /mL 

Viabilidade do BAAR 

Incerto, mas 
assumir como alta 

Processamento pode 
matar 90% dos BAAR 

Alta 

Probabilidade de as manipulates gerarem aerossois 

Baixa 

Moderada 

Alta 


Cl = intervalo de confianga; ATB = antibiograma; BAAR = bacilo alcool-acido resistente. 

Fonte: Traduzido do Manual do WHO’s Guidelines Review Committee - Tuberculosis Laboratory Biosafety. Manual, 2012. 


Quadro 30.10 

riologia. 

Nivel de risco associado a atividades do laboratorio e avaliagao de risco em um laboratorio de micobacte- 

Nivel de risco 

Atividade do laboratorio 

Avaliagao do risco 

Bajxo 

Microscopia direta do escarro. Preparo da 
amostra para amplificagao de acido nucleico 
(Xpert MTB/RIF). 

Baixo risco de a amostra gerar aerossol; baixa 
concentragao de particulas infecciosas. 

Moderado 

Processamento e concentragao da amostra para 
inoculagao em meios de cultura primarios e teste 
direto na amostra de sensibilidade a drogas. 

Risco moderado da amostra em gerar aerossol; 
baixa concentragao de particulas infecciosas. 

Alto 

Manipulagao de cultura para identificagao. Teste 
de sensibilidade a drogas em isolados de cultura. 

Alto risco de a amostra gerar aerossois; alta 
concentragao de particulas infecciosas. 


Fonte: Traduzido e modificado do Manual do WHO’s Guidelines Review Committee - Tuberculosis Laboratory Biosafety Manual, 2012. 
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As avaliagoes de risco requerem um julgamento cui- 
dadoso. Se por um lado podemos subestimar os riscos que 
oferecem alta periculosidade, assim tambem podemos su- 
pervalorizar os riscos desnecessariamente, impondo encar- 
gos desnecessarios, tanto financeiros quanto em recursos 
humanos. 

Em uma avaliagao de risco de adquirir tuberculose (TB) 
devemos considerar: 

■ a carga bacteriana dos materiais (amostras de escar- 
ro e culturas bacterianas), e a viabilidade do bacilo da 
tuberculose; 

■ via de transmissao da tuberculose; 

■ a capacidade da amostra ou do procedimento gerar 
aerossois; 

■ o volume de trabalho do laboratorio; 

■ a epidemiologia da doenga; 

■ o nivel de experiencia e competencia dos tecnicos do 
laboratorio; 

■ a saude dos tecnicos do laboratorio (especialmente 
HIV-positivos). 

Para garantir a seguranga em um laboratorio de mico- 
bacteriologia, o resultado da avaliagao de risco e quern vai 
ditar quais os equipamentos laboratoriais, EPI’s e recursos do 
projeto das instalagoes deverao ser implantados para cada pro¬ 
cedimento. 

Area fisica 

As micobacterias sao microrganismos que acarretam ele- 
vado risco individual - risco nivel 3,principalmente na iden- 
tificagao e manipulagao de micobacterias apos crescimento 
em meio liquido ou solido. 

■ Todo trabalho com micobacteria deve ser idealmente 
realizado em area reservada, contendo todos os supri- 
mentos e equipamentos necessarios para o processamen- 
to das amostras. 

■ Somente os laboratories equipados com cabine de segu- 
ranga biologica Classes II e III poderao realizar cultura 
para micobacterias. 

■ A sala deve ter um sistema de ventilagao nao recircu- 
lante e permanecer fechada durante a manipulagao com 
micobacteria. 

■ O padrao adequado de ventilagao de um laboratorio 
de micobacteriologia ainda nao esta bem estabeleci- 
do internacionalmente. A recomendagao do Manual 
do WHO’s Guidelines Review Committee - Tuberculosis 
Laboratory Biosafety. Manual, 2012, e de um fluxo de ar 
direcional com 6 a 12 trocas de ar por hora. 

■ O sistema de ar de um laboratorio NB-3 deve ter pres- 
sao negativa e ser independente, com ventila^ao unidire- 
cional e com sistema de exaustao, nao permitindo a re- 
circulagao para outras areas do predio. Deve ser exaurido 
atraves de filtro HEPA. As portas devem possuir sistema 
de intertravamento automatico e possuir uma antessala 
(entrada por duas portas). 


Seguranqa 

■ Conforme a Anvisa - Microbiologia Clinica para o 
Controle de Infec^ao relacionada a Assistencia a Saude, 
Modulo 7: Detec^ao e Identifica^ao de Micobacterias 
de Importancia Medica e WHO’s Guidelines Review 
Committee - Tuberculosis Laboratory Biosafety Manual, 
2012, a manipulagao das amostras de escarro para o 
exame direto (sem concentragao e liquefa^ao) pode ser 
realizada em cabine de seguranga biologica Classe II, ou 
em bancada forrada com papel absorvente, atras de uma 
chama de bico de Bunsen, observando sempre a venti- 
lagao da area onde a amostra esta sendo manipulada. A 
probabilidade de o escarro gerar aerossois e muito baixa 
devido a sua viscosidade. 

■ Ao fazer uso de bancada aberta, observar que essa area 
deve ser separada da area de recebimento de amos¬ 
tras e afastada da area administrativa, onde ha papeis e 
telefones. 

■ A manipulagao deve ser feita de modo que o contato 
entre o colaborador e a amostra seja minimo. Nao per- 
mitir a circulagao de pessoas para evitar o deslocamento 
de ar durante o uso da CSB. 

■ Utilizar os equipamentos de prote^ao (EPI) - luvas, 
respirador, jalecos sem abertura na frente e de mangas 
longas. 

■ Utilizar pipetas, tubos conicos com tampa de rosea (pre- 
ferencialmente de 50 mL), centrifuga com cagapa prote- 
gida para evitar aerossois e algas descartaveis. 

■ Para evitar respingos, nao preencher o tubo totalmente. 

■ O sobrenadante apos digestao e descontamina^ao devera 
ser desprezado em frascos afunilados contendo hipoclo- 
rito de sodio a 2% de cloro livre. 

■ Limpar a superficie de trabalho e a cabine de seguranga 
com desinfetante antes e depois do trabalho. 

■ Quando as maos se contaminarem, lavar com alcool a 
70% e, em seguida, com agua e sabao. 

Procedimento em caso de acidente fora da cabine 
de seguranqa biologica 

■ Considerar sempre um evento grave derramamentos de 
material liquido, suspensao bacteriana (principalmente 
envolvendo agentes de risco nivel 3) ou quebra de tubos 
durante a centrifuga^ao. Esse tipo de acidente gerara ae¬ 
rossois potencialmente infecciosos, por isso todos devem 
desocupar imediatamente o local do acidente. 

■ O gerente de laboratorio deve ser informado do inci- 
dente imediatamente, e impedir a entrada de pessoas no 
local do acidente por pelo menos 1 hora para permitir 
que os aerossois sejam removidos atraves do sistema de 
exaustao do laboratorio e para que as particulas mais pe- 
sadas se assentem. 

■ Sinalizar a area para que seja impedida a entrada no local 
do acidente. 

■ Entrar no local do acidente fazendo uso dos EPI apro- 
priados (luvas, jaleco, mascara tipo N95). 
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■ Cobrir o derramamento com papel absorvente e aplicar 
um desinfetante apropriado, de forma concentrica, co- 
megando pelo lado externo em diregao ao centro. 

■ Deixar agir por tempo determinado pelo tipo de mate¬ 
rial derramado e desinfetante utilizado (Quadro 30.8 e 
Tabela 30.1). 

■ Recolher os tubos quebrados com auxilio de uma pin- 
ga ou pa e coloca-los em um recipiente adequado para 
posterior autoclava^ao. 

■ Fazer nova desinfeegao, se necessaria, e lavar com agua 
para remover odores. 

■ O colaborador que foi exposto ao acidente deve passar 
por uma avalia^ao medica e uma notifica^ao do acidente 
deve ser realizada. 

Procedimento em caso de acidente dentro da 
cabine de seguranga biologica 

■ Iniciar a limpeza imediatamente apos o acidente. 

■ Deixar a cabine de seguran^a biologica ligada, a fim de 
conter os aerossois. Colocar papel absorvente sobre a 
area do acidente e aplicar um desinfetante apropriado. 
Se houver espirros nas paredes da cabine, desinfetar com 
papel absorvente generosamente embebido com uma 
solugao desinfetante apropriada. Deixar agir durante 
pelo menos 30 minutos. 

■ Recolher os tubos quebrados com auxilio de uma pin- 
ga ou pa e coloca-los em um recipiente adequado para 
posterior autoclava^ao. 

■ Descontaminar o local e as superficies com solugao 
desinfetante. 

Procedimento em caso de acidente na centrifuga 

■ Desligar e manter a centrifuga fechada por pelo menos 
30 minutos para que os aerossois assentem. 

■ Remover as cagapas fechadas e descarrega-las dentro da 
cabine de seguranga biologica. 

■ Se houver quebra dos tubos durante a centrifugagao, 
descarta-los em recipiente resistente a perfuragao. 

■ Descontaminar as ca^apas mergulhando-as em solugao 
desinfetante apropriada, nao utilizar hipoclorito de sodio 
para desinfetar pe^as de metal, pois pode haver corrosao 
e danificar o equipamento. 

Descarte de residuos 

O laboratorio deve ter um piano de tratamento e descar¬ 
te de residuos que deve seguir as normas da RDC-306/04 ou 
aquela que venha a substituir esta e deve ser compativel com 
as normas locais relativas a coleta, ao transporte e descarte 
final destes.A RDC Anvisa n- 306/04 e Resolugao Conama 
n- 358/05 defmem procedimentos para o gerenciamento de 
residuos de saude. 

Todas as culturas positivas para micobacteria devem ser 
autoclavadas antes do descarte. 

Os materials contaminados devem ser colocados em sa- 
cos proprios para autoclave com a identificagao de infectante, 
dentro de recipientes a prova de vazamentos. 


Apos a autoclava^ao o material deve ser colocado em 
recipientes adequados para coleta, seguindo a politica do la¬ 
boratorio para retirada desse tipo de residuo. 

E muito importante monitorar rotineiramente (sema- 
nalmente) a autoclave com indicadores biologicos. Esses 
indicadores devem ser colocados no centro da autoclave, 
preferencialmente dentro de um saco que esta sendo auto- 
clavado. O indicador biologico utilizado contem esporos de 
Bacillus steatrothermophilus, que podem vir impregnados em 
fitas ou em flaconetes. 

O ciclo rotineiramente empregado e o de 30 minutos, 
a 121°C. 

■ GESTAO DE RISCO E SEGURAN^A DO 
PACIENTE 

O principal objetivo da Gestao de Riscos na area de sau¬ 
de e a redugao dos eventos adversos que podem causar danos 
aos pacientes. 

O processo de gestao envolve os seguintes passos, con- 
forme descritos a seguir, e representados na Figura 30.2. 

a) Estabelecimento do contexto: defmigao de estrutu- 
ras necessarias para determinar os riscos. 

b) Identificar os riscos: qualquer colaborador pode 
identificar e comunicar um provavel risco. A comu- 
nicagao pode ser feita para o gestor imediato, por 
e-mail, ao setor responsavel pelo processo. Os riscos 
serao listados em tabela especifica, por exemplo, 
Tabela FMEA (Failure Mode and Effects Analysis). O 
FMEA e um conjunto de atividades com o intuito 
de identificar e avaliar as falhas/erros potenciais do 
produto/processo e as consequencias destas. Alem 
disso, permite registrar as etapas de caracteriza^ao do 
risco e as agoes propostas para a sua monitora^ao. 

c) Analisar os riscos: atraves da gravidade e da proba- 
bilidade sao priorizados os riscos que, se ocorrerem, 
causarao o maior impacto ao processo, ao produto 
ou ao individuo. 

d) Avaliar os riscos: defmir qual estrategia deve ser 
adotada para cada risco identificado. Essas estrategias 
podem ser: 

■ Aceitar o risco: nenhuma a^ao e tomada para evi- 
tar o risco ou minimizar seus efeitos (ex.: amostra 
de escarro com >10 celulas/campo de 100X ou 
amostra de urina de saco coletor contaminada em 
decorrencia da coleta, ambos sem defmir uma 
meta aceitavel). 

■ Minimizar o risco: para os casos que ultrapassam 
as metas defmidas, a^oes sao tomadas para mini¬ 
mizar o impacto do risco ao processo ou produto, 
caso ele ocorra (ex.: resultados criticos nao comu- 
nicados, erro de digitagao, erro na identificagao 
do paciente, falha no processo de antissepsia para 
coleta de hemocultura). 
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■ Eliminar ou prevenir o risco: sao realizadas agoes 
para eliminar a probabilidade de ocorrencia do 
risco (ex.: inexatidao do CIQ, erro no conteudo 
do laudo, extravio de liquidos organicos e liquor). 

■ Terceirizar o risco: essa estrategia significa transferir 
a outra parte a responsabilidade pelo risco (ex.: con- 
tratacao de seguros e manutengao de equipamentos). 

e) Controle dos riscos: pianos de a^ao para o controle e 
a minimizagao dos riscos. 

f) Monitoramento e revisao dos riscos: e acompanha- 
do utilizando a tabela FMEA ou outras ferramentas, 
sendo realizado por: 

■ Indicadores com metas estabelecidas de acordo 
com o risco. 

■ Barreiras criadas no sistema ou processo a fim de 
identificar falhas e erros. 

■ Acompanhamento das agoes corretivas ou preven- 
tivas realizadas para minimizar o efeito do risco. 


£ 


a 

Estabelecer o contexto — 


2 

Identificar os riscos — 


3 

Analisar os riscos — 


0 

Avalisar os riscos — 

T 

Controlar os riscos — 


3 


Figura 30.2 Processo de gestao. 

Fonte: Adaptada da Norma ISO 31000/2009 - Gestao de Riscos - Principios 
e Diretrizes. 
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Coleta, Transporte e Processamento 
Inicial de Amostras Clmicas 


■ INTRODUgAO 

A atividade do laboratorio de microbiologia esta basi- 
camente concentrada no diagnostico de doen^as infecciosas 
e para isso ocorrer o isolamento, a identificagao e o teste 
de sensibilidade dos microrganismos e fundamental. Para um 
exame de microbiologia ser o mais preciso possivel, e poder- 
mos isolar o agente, a coleta e o transporte da amostra clinica, 
ate ser processada, passam a ser de grande importancia para 
garantir um bom resultado. 

Coleta de amostras para os exames de 
microbiologia 

Um ponto importante a considerar e que, em geral, as 
amostras sao coletadas de locais onde existe uma microbiota 
normal, o que torna o processo de coleta ainda mais im¬ 
portante, ja que vamos ter de, durante o processo, minimi- 
zar o numero de microrganismos contaminantes para poder 
recuperar o patogeno, se ele estiver presente. Se a amostra 
for coletada de forma inadequada o resultado do exame na 
microbiologia estara comprometido. 

Alguns pontos importantes a serem considerados antes 
da coleta das amostras para exames microbiologicos — e to- 
dos os que lidam com esta atividade devem ser informados 
— estao citados a seguir: 

1. Coletar a amostra do local da infec^ao e com o minimo 
possivel de contaminantes. 

2. Verificar o melhor horario para a coleta da amostra para 
aumentar a possibilidade de recuperar o patogeno. 

3. Observar a frequencia com que as amostras sao colhidas, 
evitando amostras seguidas quando as vezes o resultado 
da primeira cultura ainda nao esta disponivel. 

4. Ob ter uma quantidade suficiente de amostra para reali- 
zar os exames solicitados nas condi^oes estabelecidas pela 
microbiologia. 

5. Realizar a coleta com insumos adequados para garantir o 
isolamento do patogeno. 


6. Quando possivel, coletar as amostras antes do uso de 
antibiotic os. 

7. O insumo utilizado para a coleta deve ser identificado 
apropriadamente com, no minimo, nome do paciente, 
numero de identifica^ao do paciente, local de onde foi 
coletada a amostra, e data e hora da coleta. 

Os pontos citados sao importantes e devem ser seguidos, 
mas nao podemos nos esquecer de que muitas vezes temos 
de ter certa flexibilidade ja que as amostras clmicas enviadas 
podem ser as melhores amostras, ou a unica amostra obtida 
do paciente. Por isso, antes de rejeitar as amostras (Quadro 
31.1) devemos analisar o paciente, o local de coleta da amos¬ 
tra e verificar se outra amostra ou uma amostra melhor pode 
ser obtida. 

Existem duas formas de abordar a coleta de amostras 
clmicas para os exames microbiologicos: uma e com foco 
no material clinico que sera coletado, e outra e com foco 
na doenga infecciosa que o medico suspeita. Nos quadros a 
seguir apresentamos esses dois focos da coleta, sendo que o 
laboratorio de microbiologia utiliza com maior frequencia a 
que se baseia no material clinico coletado (Quadro 31.1) ja 
que na maioria das vezes e dificil saber a suspeita clinica. Para 
evitar problemas na coleta e no transporte de amostras, o labo¬ 
ratorio deve disponibilizar um manual de coleta de amostras 
e orientar frequentemente todos os profissionais envolvidos 
no processo. O Quadro 31.2 e um manual de coleta simples 
e objetivo, direcionado para as pessoas que fazem a coleta das 
amostras clmicas para os exames de microbiologia, por isso as 
informagoes primordiais sao a forma de coleta, onde deve ser 
coletada a amostra e a forma de envio (temperatura e tempo 
de transporte) ate o laboratorio. Ja o Quadro 31.3 e de suma 
importancia para que o laboratorio possa orientar o medi¬ 
co em duvidas sobre qual e o melhor material clinico a ser 
obtido para o diagnostico. Esse quadro serve tambem como 
guia quando a coleta e feita por profissionais da saude nao 
relacionados ao laboratorio. Lembrando que nem todo ma¬ 
terial que se obtem de um sitio de infec^ao pode representar 
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Quadro 31.1 Alguns criterios mais empregados nos laboratories de microbiologia para a rejeigao de amostras. 

Criterio 

Procedi mento 

Amostras recebidas sem identificagao 

Solicitar a identificagao da amostra ou nova amostra 

Amostras com uma identificagao, e o pedido esta com 
outra identificagao 

Solicitar nova amostra ou verificar com coletador a troca 

Amostra sem identificagao do material clinico 

Solicitar ao coletador que identifique o tipo de amostras 

Amostra sem solicitagao de exames 

Verificar com o medico que tipo de exame ele quer que 
seja realizado 

Amostra enviada em substancia fixadora tipo formol 

Notificar e nao processar 

Sonda vesical 

Notificar e nao processar 

Urina recebida com mais de 24h de colhida e nao 
refrigerada 

Solicitar nova amostra 

Amostra em frasco que esta vazando 

Solicitar nova amostra. A cultura fica comprometida 
porque nao se sabe durante o transporte se algo tambem 
entrou no frasco 

Frasco com saco coletor dentro, e o mesmo vazando 

Solicitar nova amostra porque a parte externa do saco 
entrou em contato com a amostra 

Solicitagao de cultura de anaerobios de amostras colhidas 
em frascos que nao sao apropriados 

Solicitar nova amostra e orientar quais sao os materiais 
especificos para coleta desse tipo de exame 

Solicitagao de cultura de anaerobios de lavado 
broncoalveolar ou escarro 

Explicar ao solicitante que nesse tipo de material clinico 
nao existe a possibilidade de se isolar esse tipo de 
microrganismo 

Amostras de escarro com aspecto de saliva e depois de 
realizado o Gram sao observados < 25 leucocitos e > 10 
celulas epiteliais 

Solicitar nova amostra e fornecer instrugoes adequadas 
para o paciente realizar a coleta 

Amostra de fezes solidas para pesquisa de Clostridium 
difficile 

Nao processar e explicar que o agente provoca diarreia e 
que em fezes solidas o resultado vai ser negativo 


Fonte: Oplustil CP, et al., 2010. 


um material adequado para um exame microbiologico, por 
isso a coleta e fundamental. A preparagao do local de coleta 
e importante para eliminar os microrganismos da microbiota, 
e para isso existem algumas indicates especificas para cada 
caso, que estao descritas nos quadros. 

Transporte de amostras 

Quando falamos de transporte das amostras clinicas esta- 
mos nos referindo ao meio de transporte (frasco, tubo, meio 
de cultura, lamina) em que colocamos a amostra clinica de- 
pois de coletada, as condigoes ambientais em que esse mate¬ 
rial e transportado, e em quanto tempo a amostra depois de 


colhida deve chegar ao laboratorio para ser processada sem 
prejudicar o exame. Quando falamos do tempo para chegar 
ao laboratorio nao podemos nos esquecer de considerar que, 
muitas vezes, a amostra pode ficar ate 24 horas refrigerada, 
por exemplo, ate ser processada, mas vale ressaltar a validade 
clinica desse exame apos um tempo de espera para o proces- 
samento tao longo. 

Existem alguns microrganismos que requerem condigoes 
especiais de transporte para que possam ser isolados poste- 
riormente no laboratorio. No Quadro 31.4 exemplificamos 
alguns microrganismos que podem ter o crescimento afetado 
devido a um transporte inadequado. 
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Quadro 31.3 Amostras clinicas recomendadas para o diagnostics das principais doengas infecciosas. 


Tipo de infeegao 

Amostra 

Material para a coleta 

Comentarios 

Bacteremia 

Hemocultura 

Frasco de hemocultura 


Infecgoes cardiovasculares e associadas a dispositivos intravasculares 

Endocardite 

Hemocultura/valvula cardiaca 

• Frasco de hemocultura 

• Frasco esteril 


Infeegao do cateter 

Hemocultura colhida do cateter 
e no mesmo momento uma 
hemocultura colhida de sangue 
periferico. 

Ponta de cateter 

• Frasco de hemocultura 

• Tubo ou frasco esteril seco 

0 ideal e realizar a coleta do 
sangue do cateter e da veia 
periferica 

Pericardite 

Liquido pericardico 

Frasco esteril ou frasco de 
hemocultura 


Sistema nervoso 

Meningite 

LCR 

Tubo esteril seco 


Abcessos cerebrais 

Pungao dos abcessos 

Tubo esteril seco ou frasco 
de hemocultura 


Trato respiratorio 

Faringoamigdalite 

Secregao 

Swab 


Otite externa 

Secregao 

Swab 


Otite media 

Timpanocentese 

Tubo esteril 


Sinusite 

Aspirado sinusal 

Tubo esteril 


Pneumonia 

Escarro, lavado broncoalveolar, 
secregao traqueal 

Frasco esteril 

0 material ira depender das 
condigoes clinicas do paciente 
e da suspeita do agente da 
pneumonia 

Empiema e abscessos 
pulmonares 

Liquido pleural 

Aspirados dos abscessos 

Frasco de hemocultura ou 
frasco esteril 


Infecgoes oculares 

Conjuntivite 

Secregao conjuntiva 

Swab 


Ceratite 

Raspado de cornea 

Espatula oftalmologica 

Meios de cultura ja 
semeados 


Endoftalmite 

Liquido intraocular 

Seringa 


Infecgoes gastrointestinais 

Diarreia 

Fezes 

Frasco com ou sem 

conservante 


Infecgoes intra-abdominais 

Peritonite 

Liquido peritoneal 

Frasco esteril ou frasco de 
hemocultura 

Dependendo do volume e 
melhor que seja enviada toda 


amostra para o laboratories 

(Continua) 
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Quadro 31.3 Amostras clmicas recomendadas para o diagnostico das principals doengas infecciosas. ( Continuagao) 


Tipo de infecgao 

Amostra 

Material para a coleta 

Comentarios 

Abscessos 

Aspirado dos abcessos 

Fracos ou tubo esteril, frasco 
de hemocultura 


Colecistite 

Liquido biliar 

Fracos ou tubo esteril, frasco 
de hemocultura 


Trato urinario 

Infecgao urinaria 

Urina jato medio 

Urina com saco coletor 

Urina de qualquer jato 

Frasco ou tubo esteril 

Frasco com conservante 

0 conservante mais utilizado e 
o acido borico 

Trato genital 

Ulceras genitais 

Raspado de ulcera 

Lamina 


Nodulos genitais 

Aspirado de nodulos 

Tubo esteril 


Uretrites 

Secregao uretral 

Swab e laminas 


Vulvovaginite 

Secregao vaginal 

Swab e laminas 


Cervicite 

Secregao endocervical 

Swab e laminas 


Pesquisa de 
Streptococcus 
agalactiae (grupo B) 

Material do introito vaginal e 
retal 

Swab e laminas 


Prostatite 

Secregao prostatica 

Frasco esteril 

Coletar sempre urina pre e 
pos-massagem prostatica 

Pele e tecidos moles 

Impetigo, foliculite, 
celulite, erisipela 

Aspirado 

secregao 

Frasco ou tubo esteril 

swab 


Pele queimada 

Fragmento de tecido 

Frasco esteril 


Ossos e articulagoes 

Artrite 

Liquido sinovial 

Frasco ou tubo esteril 

Frasco de hemocultura 


Osteomielite 

Biopsia de osso 
exsudato 

Frasco ou tubo esteril 



Fonte: Informa^oes cedidas pela autora 


Quadro 31.4 Exemplos de alguns microrganismos que requerem condi^oes especiais para o transporte ao laboratorio apos 
a coleta do material clmico. 

Microrganismo 

Condigao 

Streptococcus pneumoniae 

Em geral sao sensiveis a baixas temperaturas e se autolizam. 

Neisseria gonorrhoeae 

Sao sensiveis a temperaturas extremas e precisam de meios de transporte que 
mantenham a umidade. 

Anaerobios 

Sao sensiveis ao oxigenio, portanto devem ser acondicionados em frascos sem oxigenio. 

Mycoplasma e Ureaplasma 

Necessitam de meio de transporte especifico, ja que nao possuem parede celular. 

Chlamydia 

Microrganismos intracelulares e devem ser transportados em meios especificos, que nao 
eliminem o microrganismo. Alguns swabs sao toxicos para o microrganismo. 


Fonte: lnforma<;6es cedidas pela autora 
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Processamento inicial das amostras no 
laboratorio 

Devido a diversidade de amostras clinicas que podem ser 
processadas na microbiologia, o processo inicial e fundamental 
para obtermos um resultado de acordo com o esperado, que 
seria a detecqao pelo exame direto da amostra ou pelo isola- 
mento dos microrganismos envolvidos no processo infeccioso. 

O processamento inicial das amostras passa por algumas 
etapas de decisao, que vao depender do tipo de microrganis¬ 
mos que serao pesquisados (micobacterias, fungos, bacterias 
aerobias ou anaerobias), e se sao necessarios testes diretos. A 
primeira etapa e verificar que tipo de amostra sera processa- 


do. Com essa informagao, o passo seguinte e o de selecionar 
os meios mais apropriados e, por ultimo, em que condiqoes 
de temperatura e atmosfera vamos incubar esses meios. 

O exame direto da amostra clinica em geral e realizado 
apos coloragao de (Gram ou Ziehl), ou diretamente do ma¬ 
terial clinico que chamamos de exame a fresco. Outras colo- 
ragoes mais especificas podem ser utilizadas, dependendo da 
amostra clinica e do patogeno que esperamos detectar. Existe 
grande quantidade de meios de cultura para o isolamento da 
maioria dos patogenos e neste capitulo abordamos os meios 
mais frequentemente utilizados na rotina laboratorial. 

O Quadro 31.5 mostra os meios mais comumente empre- 
gados na rotina do laboratorio de microbiologia clinica e suas 


Quadro 31.5 Meios de cultura mais frequentemente empregados na rotina microbiologica. 

Meio 

Finalidade 

Atmosfera de 
incubagao 

AS 

(agar sangue) 

Meio nao seletivo e diferencial que permite o crescimento de 
bacterias Gram-negativas e Gram-positivas, alem de permitir a 
visualizagao de hemolise. 

Aero, C0 2 e anaerobiose 

CHOC 

(agar chocolate) 

Meio nutritivo que permite o crescimento da maioria das 
bacterias, especialmente Haemophilus Influenzae e Neisseria 
gonorrhoeae. 

co 2 

TM 

(Thayer-Martin) 

Meio seletivo utilizado para isolamento de Neisseria gonorrhoeae 
e Neisseria meningitidis. Inibe a maioria das outras bacterias. 

co 2 

MC 

(MacConkey) 

Meio seletivo e diferencial que permite o crescimento de bacilos 
Gram-negativos, diferenciando as bacterias em lactose positiva e 
negativa. Inibe bacterias Gram-positivas. 

Aero/C0 2 * 

EMB 

(eosin methilene blue) 

Meio seletivo e diferencial que permite o crescimento de bacilos 
Gram-negativos, diferenciando as bacterias em lactose positiva e 
lactose negativa. Inibe bacterias Gram-positivas. 

Aero 

SS 

(. Salmonella/Shigella) 

Meio seletivo e diferencial para o isolamento de Salmonella spp. e 
Shigella spp. Detecta a produgao de H 2 S. 

Aero 

THIO 

(caldo tioglicolato) 

Meio de enriquecimento que favorece o desenvolvimento da 
maioria das bacterias. 

Aero 

CLED 

(<cystine lactose electrolyte 
deficient agar) 

Meio que permite o crescimento de variado numero de 
bacilos Gram-negativos e cocos Gram-positivos. Devido a sua 
composigao deficiente em eletrolitos, ha inibigao do veu de 
Proteus spp. 

Aero 

TETRA 

(caldo Tetrationato) 

Meio de enriquecimento para Salmonella spp. 

Aero 

Karmali/AS Campy 
(agar sangue 
Campylobacter) 

Meios seletivos para isolamento de Campylobacter spp. 

Microaerofilia 

TODD 

(caldo Todd-Hewitt) 

Meio de enriquecimento suplementado com acido nalidixico e 
gentamicina ou colistina, para o isolamento de estreptococos. 

Aero 

BHI 

(caldo brain Heart 

Infusion) 

Meio que permite o crescimento da maioria das bacterias e se 
suplementado permite o crescimento de bacterias anaerobias e 
fastidiosas. 

Aero 


Aero = aerobiose; C0 2 = atmosfera de C0 2 ; *Alguns laboratories que utilizam incubadora de C0 2 optam por incubar a placa de MC em conjunto com AS e/ou CHOC 
Fonte: Adaptada de Oplustil et ol., 2010. 
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principals caracteristicas para que o laboratorio possa escolher 
o meio que agrega maior valor ao seu fluxo de trabalho diario 
na expectativa de isolamento de determinados agentes. 

Todos os meios de cultura devem passar por um controle 
de qualidade para verificar as suas propriedades. Se os meios 
sao fabricados no laboratorio, esse controle deve ser feito in- 
ternamente, de cada lote produzido; se comprados prontos, o 
controle de qualidade deve ser feito apenas dos meios: Kar- 
mali,AS Campy,TM e CHOC. 

O processamento das amostras deve ser o mais rapido 
possivel quando estas chegam ao laboratorio, mas sabemos 
que muitas vezes as amostras chegam em grande quantidade, 
e ao mesmo tempo. Quando isso ocorre, o ideal e priorizar 
as amostras. O Quadro 31.6 mostra uma sugestao de priori- 
zagao das amostras para processamento quando da chegada 
ao laboratorio. 

Como foi mencionado, os meios de cultura para processa¬ 
mento inicial das amostras devem ser escolhidos, dependendo 
do que esperamos isolar no material clinico em questao. Para 
alguns materials, uma placa pode ser suficiente; j a em amostras 
clinicas que possuem microbiota normal, muitas vezes e ne- 
cessario utilizar uma combinagao de meios, incluindo alguns 
meios seletivos e ate diferenciais (Quadro 31.7). E primordial 
que o Gram seja realizado para ter como comparar e interpre¬ 
tar depois com o crescimento na cultura. No Gram podemos 
ver que tipo de bacteria esta presente na amostra, se tern mui- 
tos leucocitos, e em alguns casos serve para verificar a qualida¬ 
de da amostra (escarro). Se nao houver material suficiente para 
fazer o Gram, devemos dar prioridade a cultura. Para preparar 
o Gram de liquidos estereis o recomendado e utilizar uma ci- 
tocentrifuga, principalmente se a amostra for um liquor. 

Existem algumas tecnicas de semeadura da amostra nos 
meios de cultura e ira basicamente depender do material cli¬ 


nico que esta sendo processado. Geralmente utilizamos na 
microbiologia as tecnicas de semeadura por esgotamento, e 
a quantitativa. Toda semeadura de amostra deve, preferencial- 
mente, ser realizada dentro de uma cabine de seguranga bio- 
logica certificada para proteger a amostra e o colaborador. 

Na semeadura por esgotamento (Figuras 31.1 e 31.2) o 
ideal seria flambar a alga que estamos utilizando para semear 
cada quadrante. Se estivermos utilizando uma alga descarta- 
vel, o ideal seria trocar a alga, mas sabendo que isso aumenta 
muito o custo do exame, a recomendagao e que ao semear 
nos outros quadrantes nao passemos novamente a alga na se¬ 
meadura do quadrante anterior, assim podemos ter colonias 
isoladas. No caso de liquidos estereis e recomendado semear 
o primeiro quadrante com uma alga e trocar a alga para se¬ 
mear nos quadrantes seguintes, porque se houver algum 
contaminante na placa que, por acaso, nao foi observado a 
principio este pode dificultar a interpretagao do crescimento 
posteriormente. Se estivermos utilizando uma alga de platina 
e so flambar entre as semeaduras. Evitar tocar as bordas da 
placa com a alga durante a semeadura. 

Quando estamos semeando amostras de orofaringe, 
que podem ter estreptococos com hemolise P, o ideal e fa¬ 
zer pequenos cortes no meio nos diferentes quadrantes. Isso 
permite melhor visualizagao de hemolise se eventualmente 
tivermos poucas colonias desses agentes. 

A tecnica de semeadura quantitativa (Figura 31.3) deve 
ser realizada com uma alga de platina ou descartavel que este- 
ja calibrada. Amostras de urina devem sempre ser semeadas de 
forma quantitativa porque o resultado reportado e em unida- 
des formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). Amos¬ 
tras de secregao traqueal e lavado broncoalveolar tambem 
devem ser semeadas de forma quantitativa, apos as diluigoes 
correspondentes. 


Quadro 31.6 Sequencia de processamento de amostras 

na microbiologia quando sao recebidas ao mesmo tempo. 

Sequencia 

Amostras 

Tempo maximo para processamento 

1 

Amostras de cirurgias e liquidos estereis 

20 min depois de recebidos 

2 

Liquor 

20 min depois de recebidos 

3 

Lavado broncoalveolar 

20 min depois de recebidos 

4 

Tecidos 

1 h 

5 

Outros liquidos 

1 h 

6 

Amostras de fezes sem conservantes 

30 min apos coleta ou colocar em conservante ao chegar 

7 

Escarro e trato respiratorio inferior 

1 h a temperatura ambiente e 2h se refrigerada 

8 

Flemocultura 

4h a temperatura ambiente 

9 

Swab 

8h 

10 

Urina 

Ate 24h se refrigerada 

Fonte: Informagoes cedidas pela autora 
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Quadro 31.7 Sugestao de processamento inicial de materiais clinicos frequentemente recebidos 
de cultura e coloragao de Gram. 

na microbiologia. 

meios 

Material cinico 

Gram 

AS 

MC 

CHOC 

TM Tio CLED SS 

Tetra ou Sel 

FH 

Abscesso 6 

X 

X 

X 

X 2 

X 


X 2 

Biopsias 

X 2 

X 


X 




Escarro 

X 

X 

X 1 

X 




Esperma 3 

X 2 

X 






Fezes 



X 


X 

X 


Fragmento de tecido 

X 2 

X 


X 

X 



LBA 

X 

X 

X 

X 




Liquido amniotico 4 ' 6 

X 

X 


X 

X 8 


X 

Liquido ascitico, pericardico, 
peritoneal, biliar, 4 

X 

X 

X 


X 8 


X 

Liquido pleural 

X 

X 


X 

X 8 


X 

Liquido sinovial 

X 

X 

X 


X 8 


X 

Liquor 

X 

X 

X 9 

X 

X 



Medula ossea 







X 

Sangue 







X 

Secregao conjuntival 

X 

X 


X 




Secregao de ferida profunda 6 

X 

X 

X 





Secregao de ferida superficial 

X 

X 

X 





Secregao de orofaringe 

X 

X 


X 




Secregao prostatica 3 

X 2 

X 



X 



Secregao traqueal 3 

X 

X 

X 

X 




Secregao uretral 

X 

X 


X 

X 



Secregao vaginal e/ou cervical 

X 

X 


X 7 

X 



Urina de 1 2 jato 3 

X 

X 



X 



Urina de jato medio 3 ' 5 



X 


X 




AS = agar sangue; CHOC = agar chocolate; MC = agar MacConkey; TM = agar Thayer-Martin; THIO = caldo tioglicolato; CLED = cystine lactose electrolyte 
deficient, SS = agar Salmonella-Shigella-, Tetra = caldo tetrationato; SEL: caldo selenito; FH = frasco de hemocultura; LBA: lavado broncoalveolar; 1 meio 
utilizado para amostras de escarro de pacientes hospitalizados; 2 opcional; 3 cultura quantitativa; 4 volumes < 1 mL semear por esgotamento em meios 
apropriados, volumes maiores colocar diretamente no frasco de hemocultura respeitando a capacidade do frasco; 5 as opqoes para cultura de urina jato 
medio podem ser CLED/MC, ou meio cromogenico ou laminocultivo; 6 sugere-se semeadura para anaerobios; 7 paciente com idade inferior a 12 anos; 8 
dispensavel quando utilizado frasco de hemocultura; 9 : quando amostra de derivaqao. 

Fonte: Adaptado de Oplustil et ai, 2010. 
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Figura 31.1 Tecnica de semeadura por esgotamento. 

Fonte: Adaptada de Oplustil CP; et al., 2010. Garda LS; et al., 2003. 



Figura 31.2 Tecnica de semeadura por esgotamento de placas divididas. 
Fonte: Imagem fornecida pela Autora 




Alga calibrada 



Figura 31.3 Tecnica de semeadura quantitativa. 
Fonte: Adaptada de Oplustil et al., 2010. 
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Apos o correto processamento inicial das amostras, a ulti¬ 
ma etapa e a de escolher a correta forma de incubar as placas 
para isolamento dos agentes. O Quadro 31.8 mostra as tem- 


peraturas e as atmosferas mais frequentemente utilizadas na 
rotina para incubar os meios de cultura. 


Quadro 31.8 Temperatura e atmosfera para incubar os meios de cultura nas principals incubadoras utilizadas na rotina 
microbiologica. 

Temperatura 

(toleravel variagao 
de ± 2°C) 

Atmosfera 

Finalidade/meios de cultura 

35 °C 

Ar ambiente 

Crescimento da maioria dos microrganismos/Caldo 

BHI, Tio, tetra/Sel, placas de MC, AS, SS, CLED e 
frascos de hemocultura de metodo manual 

35 °C 

5%-10% de C0 2 

Crescimento da maioria dos microrganismos, 
incluindo os microrganismos fastidiosos 
(S. pneumoniae , H.influenzae, N. meningitidis)/ 
placas de AS, CHOC, TM, MC (opcional) 

42 °C 

Ar ambiente 

(se necessaria microaerofilia, colocar urn 
gerador especifico que produz 5%-1 5% 
de 0 2 e 10% C0 2 ) 

Isolamento de Campylobacter spp./Karmali ou AS 
Campy 

30 °C 

Ar ambiente 

Meios para fungos 

37 °C 

Ar ambiente 

Micobacterias 


Fonte: Adaptada de Oplustil CP, et ai, 2010. Garcia LS; et ai, 2010. Gomez LS; et ai, 2003. 
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Uroculturas 


■ INTRODUgAO 

Infecgoes do trato urinario (ITUs) estao entre os pro- 
cessos infecciosos mais comuns, originando grande numero 
de consultas medicas. Apesar da baixa mortalidade associa- 
da, podem evoluir para quadros graves, como pielonefrites e 
urosepse. 

Uroculturas ocupam grande parte do fluxo de trabalho 
nos laboratories de microbiologia clinica, visto que ITUs sao 
frequentes, e a obtengao da amostra e simples e geralmen- 
te nao invasiva. Sistemas comerciais facilitam a identificagao 
de uropatogenos, diminuindo custos e agilizando o trabalho. 
Em geral, os uropatogenos podem ser facilmente isolados e 
identificados. No entanto, a interpretagao da urocultura esta 
sujeita a diferentes variaveis, que devem ser cuidadosamente 
analisadas para garantir um resultado representativo do pro- 
cesso infeccioso. 

■ CONSIDERAgOES SOBRE COLETA E 
TRANSPORTE DE URINA PARA CULTURA 

A coleta apropriada da urina e um procedimento deter- 
minante na qualidade final da analise. Considerando que a 
urina retida na bexiga e esteril, deve-se seguir rigorosamente 
os procedimentos padronizados para minimizar a possibili- 
dade de contaminagao com bacterias da microbiota normal 
durante o processo de coleta. 

A amostra deve ser coletada preferencialmente no labo¬ 
ratorio, e, sempre que possivel, antes do inicio da antibioti- 
coterapia. O paciente deve reter a urina na bexiga por no 
minimo 2 horas antes de realizar a coleta. A permanencia 
da urina na bexiga por pelo menos 4 horas e o ideal, pois 
diminui o numero de resultados falso-negativos. Evitar a 
ingestao de liquidos em excesso, pois podera diluir a urina, 
diminuindo a contagem de colonias ou gerando resultados 
falso-negativos. Nunca utilizar amostras de urina coletadas 
em comadres, papagaios ou armazenadas no saco coletor de 
pacientes sondados. 

O transporte e armazenamento da amostra influenciam 
diretamente o resultado da cultura. A literatura atual sugere 
que a urina nao deva permanecer mais que 30 minutos a 


temperatura ambiente apos a coleta. Na impossibilidade de 
encaminhamento imediato ao laboratorio de microbiologia, 
recomenda-se a refrigeragao da amostra entre 2 °C e 8 °C, 
por um prazo maximo de 24 horas, ou o uso de meios de 
transporte/conservantes. 

Uma alternativa para minimizar o efeito do tempo no 
transporte das amostras de urina, que pode ser utilizada em 
postos de coleta, e o laminocultivo (Figura 32.1). A meto- 
dologia e pratica, porem a quantifica^ao bacteriana fica pre- 
judicada. Recomenda-se que o laboratorio emita um laudo 
qualitative ou semiquantitativo. 



Figura 32.1 Laminocultivo utilizado para semeadura de amostras 
de urina. 

Fonte: Albini; Souza; Silveira, 2012. 

O laboratorio clinico deve ter bem-defmidos os criterios 
de rejei^ao de amostras de urina para uroculturas, por exem- 
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plo, amostras de urina de 24 horas, amostras coletadas ha mais 
de 2 horas sem refrigeragao, urinas coletadas em recipientes 
nao estereis, ponta de cateter de Foley, e amostras obtidas de 
bolsa coletora. 

■ TESTES RAPIDOS 

Parametros do exame parcial de urina, como pesquisa de 
nitritos e detecgao da enzima leucocitos esterase, bem como 
coloragao de Gram, sao testes rapidos que apresentam grande 
utilidade no diagnostico diferencial e orientagao terapeutica 
em suspeitas de ITU. No entanto, nao devem substituir a uro- 
cultura, principalmente devido ao aumento na resistencia aos 
antimicrobianos frequentemente utilizados para tratamento 
de ITUs. 

A pesquisa de nitritos verifica a capacidade da bacteria de 
reduzir nitratos a nitritos, normalmente sugerindo infecgao 
por enterobacterias. No entanto, urinas velhas podem ori- 
ginar reagoes falso-positivas. Alem disso, em pacientes com 
dieta pobre em proteinas, pequeno tempo de retengao uri¬ 
naria ou em infecgoes por algumas bacterias Gram-positivas 
pode ocorrer resultados falso-negativos. Medicamentos que 
alteram a coloragao da urina tambem podem interferir dire- 
tamente nesse teste. 

O teste da leucocito-esterase e outro importante teste 
rapido, mas que nao substitui a avaliagao microscopica do 
sedimento urinario. Detecta dez ou mais leucocitos por cam- 
po microscopico de maior aumento (mil vezes), podendo 
ser utilizado como bom marcador de ITU. Porem, pacientes 
com bacteriuria assintomatica, imunocomprometidos, neu- 
tropenicos e/ou sob uso de anti-inflamatorios podem apre- 
sentar resultados negativos. A presenga de leucocitos pode 
ainda nao estar relacionada a ITU, como por exemplo, na 
sindrome uretral aguda e glomerulonefrite. 

A coloragao de Gram per mite ao lab oratorio emitir in- 
formagoes a respeito do morfotipo bacteriano, sendo util na 
selegao da terapia empirica. Alem disso, o Gram de urina nao 
centrifugada permite uma correlagao com o crescimento em 
cultura, a visualizagao de uma bacteria por campo com uma 
contagem de colonias > 100.000 UFC/mL. Para realizar o 
Gram da urina nao centrifugada recomenda-se homogenei- 
zar bem a urina, retirar uma all quota de 10 pL, colocar numa 
lamina sem espalhar, deixando secar ao ar. O Gram da uri¬ 
na pode auxiliar na caracterizagao de amostras contaminadas 
durante a coleta, nas quais podem ser visualizados diferentes 
morfotipos bacterianos, muitos lactobacilos e/ou a presenga 
de celulas epiteliais. Alem disso, sera util para determinar a 
necessidade de tempo maior de incubagao e/ou a utilizagao 
de meios de cultura mais nutritivos e atmosferas especiais. 

Os testes rapidos apresentam sensibilidade e especifici- 
dade variaveis, sao importantes instrumentos acessorios para 
o diagnostico clinico de ITUs nao complicadas, porem nao 
devem ser utilizados de maneira isolada devido a possibilida- 
de de resultados falso-positivos e negativos. 


■ PROCESSAMENTO 

Apos a coleta adequada, a urina deve ser semeada em 
meios de cultura que permitam o crescimento dos principais 
microrganismos associados as ITU. Um meio classicamente 
utilizado em urocultura e o CLED (Cistina Lactose Eletrolito 
Deficiente), meio nao seletivo e diferencial, devido a presenga 
da lactose. Por ser nutricionalmente pobre, algumas especies 
de estreptococos podem apresentar dificuldade de cresci¬ 
mento no CLED. Mas sua deficiencia em eletrolitos evita a 
formagao do “veu” caracteristico de colonias de Proteus. Par- 
tindo do pressuposto de que, aproximadamente 80% das uro- 
culturas positivas apresentam crescimento de enterobacterias, 
a utilizagao de um meio seletivo pode agilizar o fluxo de tra- 
balho. O meio de cultura mais utilizado com este proposito e 
o agar MacConkey, meio seletivo e diferencial, que permite 
o crescimento de bacilos Gram-negativos e a visualizagao da 
prova da lactose. Em algumas situates e interessante utilizar 
agar sangue de carneiro a 5%, um meio nutricionalmente 
enriquecido, que apresenta como diferencial a evidenciagao 
das reagoes hemobticas, que possibilitam a correta caracteri¬ 
zagao de estreptococos e enterococos. Biplacas (Figura 32.2) 
com uma combinagao desses meios: Mac Conkey, CLED e 
agar sangue de carneiro sao comuns nos laboratories, estando 
comercialmente disponiveis. 

Nos ultimos anos, a utilizagao de meios cromogenicos 
tern possibilitado avangos no laboratorio de microbiologia. 
E possivel realizar a identifica^ao defmitiva ou presuntiva 
de microrganismos de acordo com a coloragao apresentada 
no meio utilizado. Em uroculturas pode-se diminuir custos 
associados a identificagao dos principais uropatogenos, faci- 
litando e acelerando o fluxo de trabalho. Alem disso, esses 
meios sao muito uteis na identifica^ao de culturas mistas 
(Figura 32.3). 

Atualmente, a metodologia quantitativa que utiliza al- 
£as calibradas e a mais recomendada para culturas de urina. 
Usualmente, os laboratories utilizam a alga de 1 pL, que 
permite o crescimento a partir de 1.000 UFC/mL. Em 
algumas situagoes, quantidade inferior a 1.000 UFC/mL 
pode ser clinicamente relevante, como em coletas por pun- 
gao suprapubica ou em paciente em uso de antimicrobia¬ 
nos. Nessas condigoes, deve-se aumentar a sensibilidade do 
teste utilizando-se alga de 10 pL, atraves da qual detectam- 
-se crescimentos a partir de 100 UFC/mL. Procedimentos 
pre-anabticos bem-estabelecidos e funcionarios capacitados 
devem garantir que informagoes importantes, como o tipo 
de amostra e caracteristicas do paciente, cheguem ao setor 
tecnico juntamente com a urina, possibilitando a semeadura 
adequada. 

Durante o procedimento de semeadura, a alga deve ser 
introduzida na urina de forma perpendicular, ate completa 
submersao, garantindo que o volume inoculado seja exato 
(Figura 32.4). Realiza-se a semeadura quantitativa, depositan- 
do-se a amostra atraves de uma estria central unica, seguindo 
posteriormente com estrias transversals bem proximas para 
obtengao de colonias isoladas (Figura 32.5). 
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Figura 32.2 A esquerda, biplaca de agar sangue de carneiro e Mac Conkey com crescimento de bacteria Gram-negativa hemolitica e nao 
fermentadora da glicose. Na placa a direita, com meios Cled e Mac Conkey, verifica-se o desenvolvimento de bacteria Gram-negativa fer- 
mentadora da glicose. 

Fonte: Albini, Souza, Silveira, 2012. 



Figura 32.3 Agar cromogenico demostrando crescimento de tres 
diferentes microrganismos. 

Fonte: Albini, Souza, Silveira, 2012. 

Apos semeadura, as placas devem ser incubadas a 35 °C 
por 18 a 24 horas. Alguns uropatogenos incomuns podem re- 
querer incubagao prolongada por ate 72 horas, ou semeadura 
em meios enriquecidos e, ainda, incubagao em atmosfera de 
microaerofilia ( Haemophilus influenzae, Ga rdnerella vaginalis, 
Streptococcus pneumoniae, Actinobaculum spp.). Normalmente, 
o Gram da amostra ira determinar a necessidade de utilizar 
condigoes diferenciadas que permitam o crescimento de mi¬ 
crorganismos fastidiosos. Recomenda-se refrigerar uma ali- 
quota da urina no momento da semeadura. 





Figura 32.4 Introdu^ao de al^a calibrada de 10 pL de forma ade- 
quada na amostra de urina. 

Fonte: Albini, Souza, Silveira, 2012. 
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Figura 32.5 Crescimento de Escherichia coli nos meios comumente utilizados em uroculturas: (A) agar sangue de carneiro; (B) agar Cled; 
(C) agar Mac Conkey; (D) agar cromogenico. 

Fonte: Acervo dos autores. 


■ interpreta(;ao de uroculturas 

Para garantir um resultado mais acurado, representativo 
do verdadeiro processo infeccioso no trato urinario, alem dos 
cuidados essenciais durante a coleta, transporte e armazena- 
mento da amostra, a analise da cultura deve ser criteriosa. Para 
isso, e importante considerar todas as informagoes disponi- 
veis sobre o paciente e a amostra no momento da avaliagao 
do crescimento bacteriano. Alem disso, e recomendavel que 
os laboratorios liberem os resultados das culturas com inter- 
pretagoes e comentarios que possam auxiliar na avaliagao do 
paciente, pois as informagoes contidas no laudo fornecerao 
subsidios para melhor conduta clinica. 

A presenga de leucocituria/piuria e bacteriuria no se- 
dimento urinario sao fatores que auxiliam na determinagao 
da presenga de ITU. Ao analisar o crescimento bacteriano e 
funtamental avaliar a presen^a de leucocitos e de bacterias 
no exame parcial de urina (PU) e/ou na bacterioscopia, bem 


como a presenga de leveduras, protozoarios e/ou nitrito. A 
urocultura e o PU sao analises realizadas na mesma amostra, 
portanto seus resultados devem ser compativeis. Para isso, o 
profissional deve utilizar as informagoes obtidas no PU como 
ferramentas auxiliares na analise do crescimento bacteriano 
em cultura. Neste capitulo utilizaremos o conceito de leu- 
cocituria para avalia^ao de uroculturas, como a presenga 
> 30.000 leucocitos/mL, sugerida por Oplustil e colabora- 
doras em 2010. No entanto, como trabalha-se com amostras 
biologicas obtidas espontaneamente pelo proprio pacien¬ 
te, esses leucocitos podem ter origem na contaminagao da 
amostra com conteudo vaginal, por exemplo. Nesta situagao, 
47.000 leucocitos/mL nao serao significativos de ITU, e na 
analise do PU, bem como da bacterioscopia, provavelmente 
serao visualizadas muitas celulas do epitelio vaginal e lacto- 
bacilos, caracterizando a amostra como inapropriada. Por ou- 
tro lado, bacteriuria pode ser relevante nas situagoes em que 
leucocituria normalmente esta ausente ou e minima, na pre- 
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senga de infec^oes verdadeiras, como tuberculose renal, em 
pacientes neutropenic os, e em pacientes com cancer. Outra 
situagao encontrada na rotina e a bacteriuria assintomatica, 
que e caracterizada pela ausencia de sinais clinicos de ITU 
associada a crescimento > 100.000 UFC/mL da mesma es- 
pecie bacteriana. Em mulheres e necessaria a coleta adequada 
de duas uroculturas consecutivas para definir bacteriuria as¬ 
sintomatica, mas uma unica detecgao e suficiente para ho- 
mens. O tratamento de bacteriuria assintomatica e indicado 
somente em casos excepcionais como gestantes ou pacientes 
que serao submetidos a procedimentos urologicos. Segundo 
Renko e colaboradores, 2011, em pacientes diabeticos a bac¬ 
teriuria assintomatica tern sido associada a albuminuria e ao 
desenvolvimento de ITU sintomatica. 

E imp rescind! vel que na analise das uroculturas sejam 
consideradas caracteristicas inerentes ao paciente, a avaliagao 
do crescimento bacteriano sera diferente se a amostra for pro- 
veniente de uma crianga ou de uma gestante, por exemplo. 
O criterio estabelecido por Kass, em 1957, para diagnostico 
de ITU por cultura de jato medio urinario, definido como 
o isolamento de > 100.000 UFC/mL de um unico uropa¬ 
togeno, foi resultado de um estudo com 74 mulheres com 
pielonefrite aguda e 444 controles assintomaticos. Apesar do 
pequeno numero de amostras, entre outras limitagoes do es¬ 
tudo, ainda ha uma tendencia a utilizar o ponto de corte 
de 100.000 UFC/mL para definir todas as ITUs, provavel- 
mente devido a sua alta especificidade diagnostica. De fato, 
a apresenta^ao da cistite aguda nao complicada, comum em 
mulheres imunocompetentes, sem comorbidades, sem anor- 
malidades urologicas, nao gestantes e pre-menopausa, se en- 
quadra frequentemente nos criterios de Kass. Mas, seguindo 
as recomendagoes da Associa^ao Europeia de Urologia, por 
exemplo, o diagnostico de ITU nao complicada pode ser feito 
a partir de contagens de colonias > 1.000 UFC/mL de um 
uropatogeno em mulheres sintomaticas, e > 10.000 UFC/ 
mL de um uropatogeno para diagnostico de pielonefrite nao 
complicada, mostrando a baixa sensibilidade diagnostica ao 
utilizar-se o criterio de Kass. 

A defmigao de um unico ponto de corte para diagnos- 
ticar todas as ITUs e, portanto, questionavel, devendo-se ter 
atengao especial para pacientes considerados de risco para 
ITU complicada como gestantes, pacientes com historico 
de infeccgao do trato urinario na infancia, pre-adolescentes 
e pos-menopausa, imunocomprometidos, portadores de de- 
sordens metabolicas como Diabetes mellitus, pacientes com 
anormalidades urologicas (calculo, stents, cateteres, bexiga 
neurogenica...), alem disso, infec^oes urinarias em homens 
geralmente sao consideradas complicadas. 

Nas gestantes ocorrem mudangas na anatomia e fisiolo- 
gia do sistema geniturinario, que predispoem a ITU. Como 
citado por Palmeiro, 2012, o aumento da estrutura anatomi- 
ca renal (ureteres, pelves e calice), e uma redugao do tonus 
muscular, devido aos elevados niveis de estrogenio e proges- 
terona, podem causar refluxo vesicouretral e estase urinaria. 
O aumento do fluxo plasmatico renal e da taxa de filtragao 
glomerular, a formagao de hidroureter e hidronefrose, gli— 


cosuria e alcalose urinaria sao fatores fisiologicos que con- 
tribuem para ITU em gestantes. Essas mudangas impostas ao 
trato urinario, somadas a alteragoes nos mecanismos imu- 
nologicos de defesa que ocorrem durante a gesta^ao, pre¬ 
dispoem a transformagao das bacteriurias assintomaticas em 
infecgoes sintomaticas do trato urinario, portanto, bacteriuria 
assintomatica deve ser sempre valorizada. Em pacientes ges¬ 
tantes com sintomas compativeis com ITU sao considerados 
relevantes crescimentos > l.OOOUFC/ml de um uropatoge¬ 
no. Nessas pacientes as ITUs sao associadas a intercorrencias 
materno-fetais graves como abortamento, parto prematuro, 
morte fetal, retardo mental ou atraso no desenvolvimento. 

Pacientes diabeticos tern o risco dobrado de desenvolver 
ITU. O motivo desse aumento ainda nao esta bem compre- 
endido, embora disfungao na bexiga, que aumenta com a du- 
ragao do diabetes, e glicosuria sejam mecanismos hipoteticos. 

Pacientes idosos apresentam alteragoes funcionais e es- 
truturais no trato geniturinario que poderiam explicar o au¬ 
mento de ITUs. Como citado por Tuon, 2012, o aumento 
progressivo da prostata, bem como fibrose e obstru^ao uretral 
ou ureteral por neoplasia e nefrolitiase sao mais frequentes 
em homens com idade avan^ada; e em mulheres, a atrofia da 
mucosa do trato urinario apos a menopausa sao alteragoes 
que facilitam a colonizagao bacteriana e aumentam o volu¬ 
me residual de urina na bexiga, aumentando o risco de ITU. 
Alem disso, pacientes idosos podem apresentar uma condigao 
cronica de sintomas do trato urinario baixo conhecida como 
LUTS (lower urinary tract symptoms ), na qual os criterios de 
Kass sao pouco confiaveis. (LUTS sao um amplo grupo de 
sinais e sintomas que incluem urgencia, frequencia, e incon- 
tinencia da bexiga hiperativa, problemas urinarios como hesi- 
ta^ao e intermitencia, incontinencia de esforgo e dor, todos se 
sobrepondo variadamente). A prevalencia de LUTS aumenta 
com a idade, e foi reportada em 40% dos homens e 28% das 
mulheres entre 70 e 79 anos de idade. Nessa condigao, os 
microrganismos parecem estar no interior ou intimamente 
associados as celulas epiteliais, podendo inclusive nao serem 
detectados nas culturas de rotina. Em uroculturas de pacien¬ 
tes idosos sintomaticos, baixas contagens bacterianas podem 
ser significativas de processo infeccioso. Nesses pacientes, a 
coleta paralela de hemocultura e urocultura pode melhorar 
o diagnostico. 

Os pacientes com calculo urinario apresentam alta pre¬ 
valencia de ITU no momento do diagnostico, sendo a maio- 
ria deles infectados por microrganismos produtores de urease. 
Essas enzimas transformam ureia em dioxido de carbono e 
amonia.A camada de glicosaminoglicana sofre injuria devido 
ao aumento da amonia, o que facilita a aderencia bacteriana 
e promove a formagao de critais de estruvita, que se agre- 
gam formando calculos renais e incrustagoes nos cateteres 
urinarios. 

Outra informa^ao indispensavel para avaliar a urocultu¬ 
ra e determinar o numero de unidades formadoras de co¬ 
lonias, que deve ser considerado significativo, e baseada no 
metodo de coleta da urina. O Cumitech 2C, 2009, classifica 
os metodos de coleta como nao invasivos (jato medio, cole- 
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tor pediatrico e paciente cateterizado), e invasivos (pungao 
suprapubica, cistoscopia, nefrostomia e cateter de alivio), e 
utiliza essa classificagao para trabalhar os pontos de corte da 
contagem bacteriana por tipo de coleta (Tabela 32.1). 

Na urina coletada por pungao suprapubica, qualquer 
contagem de colonia e significativa e um volume maior de 
urina deve ser semeado (10 pL) para aumentar a sensibilida- 
de. Por outro lado, pacientes com cateter de longa duragao 
sempre apresentarao bacteriuria por uma ampla variedade 
de microrganismos, devido a formagao de biofilme ao longo 
do cateter. Nesses pacientes, a urocultura deveria ser coletada 


somente na presenga de sintomas, como febre de origem des- 
conhecida, dor no flanco, hematuria aguda, desconforto pel¬ 
vic o, sempre antes do inicio da antibioticoterapia. O biofilme 
nos cateteres e formado inicialmente por uma unica especie 
de microrganismo, tornando-se polimicrobiano ao longo do 
tempo. E comum encontrar mais de tres especies de micror¬ 
ganismos nessas amostras, o que dificulta a analise e a conduta 
clinica, e alguns autores sugerem que tais uroculturas nao de- 
vam ser continuadas. Para amenizar o problema, recomenda- 
-se a substituigao do cateter antes da coleta de urocultura 
sempre que o mesmo estiver presente ha duas semanas ou 


Tabela 32.1 Procedimentos recomendados para seguimento das uroculturas considerando o tipo de coleta, o numero de 
isolados e a contagem de colonias. 

Coleta Nao Invasiva: volume semeado 1 ji/L 


Incubacao N° isolados 

Contagem de colonias 
(UFC/mL) 

Procedimento recomendado 

Minimo 16h a 1 

< 10.000 

ID minima 

18h 

> 10.000 

ID e TSA (se apropriado) 

2 

2 < 10.000 

ID minima 


2 > 10.000 

ID e TSA (se apropriado) 


1 <10.000 

ID minima (do isolado <10.000) 


1 > 10.000 

ID e TSA do isolado > 10.000 (se apropriado) 

> 3 

1 isolado > 100.000 

ID e TSA do isolado > 100.000 (se apropriado) 


2 isolados <10.000 

ID minima (dois isolados <10.000) 


Outros arranjos 

ID minima de todos os isolados 

Liberar a observagao de multiplas morfologias 
bacterianas e sugerir nova coleta 

Coleta Invasiva: volume semeado 10 pL 


Incubagao N° isolados 

Contagem de colonias 
(UFC/mL) 

Procedimento recomendado 

Minimo 48h* 1 

< 1.000 

ID minima 


> 1.000 

ID e TSA (se apropriado) 

2 

2 < 1.000 

ID minima 


2 > 1.000 

ID e TSA (se apropriado) 


1 <1.000 

ID minima (do isolado <10.000) 


1 > 1.000 

ID e TSA do isolado > 10.000 (se apropriado) 

> 3 

1 isolado > 10.000 e 

ID e TSA do isolado > 10.000 (se apropriado) 


2 isolados <1.000 

ID minima (dois isolados <1.000) 


Outros arranjos 

ID minima de todos os isolados 

Liberar a observagao de multiplas morfologias 
bacterianas e sugerir nova coleta 


UFC/mL: Unidades formadoras de colonias por militro; ID: identificagao; TSA: antibiograma. 
Fonte: Adaptada de Cumitech 2C. 
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mais, assim a amostra coletada atraves do novo cate ter forne- 
cera urina da bexiga, sem influencia direta do biofilme; alem 
disso, a substituigao do cateter tambem melhora os resultados 
clmicos. A coleta de hemocultura paralelamente a urocultura 
tambem e um procedimento recomendado para auxiliar no 
diagnostic o. 

Outro tipo de amostra que requer muita atengao e a uri¬ 
na infantil obtida por coleta nao invasiva. Urinas de criangas 
de ate dois anos de idade sao facilmente contaminadas du¬ 
rante o procedimento de coleta. Couthard e colaboradores, 
2010, mostraram que o crescimento de um unico uropato- 
geno, como Escherichia coli, em uma contagem > 100.000 
UFC/mL, pode ocorrer por contaminagao da amostra, nao 
se repetindo em uma segunda coleta (Figura 32.6). Al-Orifi 
e colab oradores, 2000, avaliando 7.584 culturas de urina de 
criangas com menos de dois anos de idade obtiveram 62,8% 
de contaminagao em urinas coletadas com saco coletor. Ka- 
racan e colab oradores, em 2010, avaliando 1.067 uroculturas, 
obtiveram 43,9% de contaminagao. Esses autores consideram 
que a urocultura coletada por saco coletor so tern valor quan- 
do nao apresenta crescimento bacteriano (alto valor preditivo 
negativo). Uroculturas positivas coletadas em sacos coleto- 
res, mesmo aquelas com um unico patogeno, deveriam ser 
confirmadas por uma segunda coleta, preferencialmente por 
cateter de alivio ou pungao suprapubica. A utilizagao de sacos 
coletores para urinas infantis aumenta os riscos de resultados 
clmicos adversos, como atraso no diagnostico e tratamento, 
e, ainda, tratamento e hospitalizagao desnecessarios. Para pa- 
cientes pediatricos considerados de alto risco, devido a ITU 
recorrente, refluxo ou fun^ao renal comprometida, a reco- 
mendagao e de que a coleta de urina seja feita somente por 
cateterismo vesical. 

Segundo Kass, ITU e causada por um unico uropatoge- 
no, no entanto, considerar que infec^oes urinarias nao podem 
envolver mais que uma especie de microrganismo e outro 
criterio que tern sido questionado. O trato urinario feminino 


e rotineiramente exposto a uma diversidade de microrganis- 
mos, translocados da biota periuretral, vaginal ou gastroin¬ 
testinal por atividade fisica como um intercurso sexual, e 
essa microbiota e inerentemente polimicrobiana. E possivel, 
portanto, que mais de um microrganismo esteja envolvido 
no processo infeccioso, tornando um desafio para a rotina 
diferenciar infec^ao de contamina^ao da amostra durante a 
coleta. Como foi mostrado na Tabela 32.1 (Cumitec 2C), a 
presenga de tres ou mais uropatogenos para uma urina por 
coleta nao invasiva, geralmente nao deve ser valorizada. A 
terceira edigao do Clinical Microbiology Procedures Handbook 
utiliza, alem da metodologia de coleta, algumas informagoes 
sobre o paciente para auxiliar na determinagao de quais pon- 
tos de corte de crescimento bacteriano devem ser conside¬ 
rados significativos na avaliagao da urocultura (Tabela 32.2). 
As Tabelas 32.1 e 32.2, mostram que a presenga de tres ou 
mais uropatogenos esta fortemente associada a problemas na 
obtengao da amostra e, em geral, so deve ser considerada por 
solicitagao clinica ou quando a urina for obtida por metodo¬ 
logia invasiva. 

Uropatogenos 

Os agentes etiologicos de ITUs sao geralmente prove - 
nientes da microbiota intestinal do proprio paciente, com Es¬ 
cherichia coli y Enterococcus spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., 
e Proteus spp., representando a maioria dos isolados, tanto de 
pacientes hospitalizados como ambulatoriais. Staphylococcus 
saprophyticus e um uropatogeno frequente em mulheres em 
idade fertil. Streptococcus agalactiae e um importante patoge¬ 
no em gestantes e pacientes diabeticos. Em gestantes deve 
ser reportado em qualquer contagem, mesmo em amostras 
com crescimento concomitante de microbiota urogenital, 
visto que o relato da colonizagao por esse microrganismo 
e significativo para essas pacientes. Pseudomonas aeruginosa e 
associada a infec^oes urinarias especialmente em pacientes 
hospitalizados. Staphylococcus aureus , apesar de ser incomum, e 



Figura 32.6 Fluxograma mostrando resultados de uroculturas pareadas de amostras de urina de 203 crian^as para diagnostico de ITU. 
Fonte: Adaptada de Coulthard, 2010. 
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Tabela 32.2 Procedimentos recomendados para seguimento das urociilturas considerando o tipo de coleta, dados do paciente, numero de isolados, e contagem 
de colonias. 
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isolado em ITUs decorrentes de bacteriemia ou em pacientes 
cateterizados. Outros uropatogenos considerados nao usuais 
sao Cory neb acterium urealy ticum, Aerococcus spp., e Haemophilus 
influenzae (Cumitec, 2009). Entre as leveduras, Candida albi¬ 
cans e C.glabrata sao as especies uropatogenicas mais comuns. 

A identificagao minima sugerida nasTabelas 32.1 e 32.2 
pode ser feita por utilizagao de meios cromogenicos (alta- 
mente recomendado) ou atraves da realizagao de testes mini- 
mos, como mostra aTabela 32.3. 

Infelizmente, a urina pode ser contaminada facilmente 
com microbiota do perineo, prostata, uretra ou vagina no 
momento da coleta. Fazem parte da microbiota urogeni¬ 
tal e da pele, e, portanto, devem ser considerados provaveis 
contaminantes, estreptococo do grupo viridans, estafilococo 
coagulase negativa (exceto S. saprophyticcus) ,BGV difteroides, 
Neisserias spp., e Lactobacillus spp. Para o fluxo de trabalho pro- 
posto neste capitulo, o crescimento de microbiota urogenital 
e/ou da pele dez vezes menor do que o de uropatogenos deve 
ser ignorado. Se o crescimento dessa microbiota for igual ao 
de uropatogenos, recomenda-se liberar: desenvolvimento de 
varias especies bacterianas, provavel contamina^ao, sugerindo 
nova coleta se clinicamente indicado. O crescimento de um 
unico microrganismo da microbiota urogenital, como estrep¬ 
tococo do grupo viridans ou estafilococos coagulase negativa 


deve ser avaliado criteriosamente. Em geral, recomenda-se 
solicitar uma nova coleta para confirmar o crescimento. Es- 
pecialmente em pacientes imunocomprometidos, esses mi- 
crorganismos podem causar ITU, Staphylococcus epidermidis, 
por exemplo, apresenta capacidade de permanecer viavel em 
tecidos necroticos com infarto renal e em enxerto nao fun- 
cionante, levando a ITU de dificil tratamento. 

Escherichia coli uropatogenica (EPEC) invade as celulas 
uroteliais durante a ITU aguda, formando um reservatorio 
intracelular, que possibilita a evasao dos antibioticos e do 
sistema imunologico, permitindo a recorrencia da infecgao. 
Outras especies bacterianas como S. saprophyticus e Klebsiel¬ 
la pneumoniae tambem apresentaram capacidade de invasao 
urotelial em modelos de ITU experimentais. Horsley e cola- 
boradores, 2013, demonstraram a ocorrencia de Enterococcus 
faecalis no interior de celulas uroteliais da bexiga de pacientes 
com LUTS, e estes isolados foram capazes de invadir celulas 
in vitro , confirmando a importancia deste uropatogeno no 
LUTS, e consequentemente no paciente idoso. 

A associagao entre algumas especies de microrganismos 
pode aumentar seu potencial patogenico. Kline e colabo- 
radores, 2012, relataram que a presenga de Streptococcus do 
grupo B levou a um aumento na quantidade de Escherichia 
coli uropatogenica (UPEC) no lumen da bexiga e reduziu a 


Tabela 32.3 Identifica^ao minima de microrganismos isolados em urocultura. 

Reportar 

Testes Minimos 

ID presuntiva E. coli 

Crescimento de colonias tipicas, lactose positiva, indol positivo e oxidase 
negativa 

ID presuntiva R aeruginosa 

Crescimento de colonias tipicas, lactose negativa, oxidase positiva, com odor de 
Pseudomonas. Pode ser inoculado em IAL, TSI ou OFglicose para distinguir de 
enterobacterias 

Bacilo Gram-negativo 

BGNs que nao se enquadram nos criterios acima 

Levedura 

Morfologia consistente com leveduras a fresco ou Gram da colonia 

S. aureus 

CGP, catalase positiva, coagulase positiva 

Staphylococcus coagulase negativa 

CGP, catalase positiva, coagulase negativa, a exclusao deS. saprophyticus pode 
ser feita pelo disco de novobiocina* 

Enterococus spp. 

CGP, catalase negativa, nao hemolitico, PYR positivo. NaCI 6% e bile esculina 
podem ser utilizados 

Estreptococo do grupo Viridans 

CGP aos pares e em cadeias, catalase negativa, a-hemolitico, PYR negativo. 

Excluir Aerococcus, que se apresentam como tetrades ou cachos no Gram 

Lactobacillus spp. 

BGP, a-hemolitico, catalase negativo 

Corynebacterium spp. 

BGP, catalase positiva. 


ID: identificagao; IAL: meio Instituto Adolfo Lutz ou Pessoa e Silva; TSI: triplice a<;ucar e ferro; OF: meio de oxidagao e fermentagao; BGN bacilo Gram- 
negativo; CGP: coco Gram-positivo; PYR: pyrrolidoyl-aminopeptidase; BGP: bacilo Gram-positivo. 

Existem sete especies de Staphylococcus coagulase negativa resistentes a novobiocina, recomeda-se liberar Staphylococcus do grupo saprophyticus. 
Fonte: Adaptada de Garcia, 2010. 
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resposta inflamatoria durante a infec^ao aguda em murinos, 
e que esta exposi^ao polimicrobiana pode ser um fator de 
risco para pielonefrite cronica e ITU recorrente em grupos 
suscetiveis. 

Diagnostico de infec<;ao do trato urinario por 
leveduras 

Infec^oes por leveduras podem ocorrer em pacientes 
imunocomprometidos, mas sao mais frequentes em pacientes 
diabeticos e em pacientes com cateter ou stents, nos quais a 
remogao do cateter e normalmente necessaria. As leveduras 
sao detectadas normalmente pelas tecnicas de urocultura de 
rotina, com exce^ao da Candida glabrata, que apesar de crescer 
bem em agar sangue, cresce lentamente, podendo levar mais 
que 48 horas. Assim, a observa^ao de leveduras no PU ou 
na bacterioscopia pode indicar a necessidade de um tempo 
maior de incubagao da urocultura. O primeiro indicio de 
infecgao fungica pode ser a presen^a de leveduras na bac¬ 
terioscopia, a colora^ao de Gram da urina centrifugada e a 
amostra ideal. Candida albicans e outras menos comuns, como 
C. parapsilosis e C. tropicalis, podem aparecer como leveduras 
em brotamentos de 4 a 10 pm de diametro, e geralmente 
apresentam elementos de hifas. Leveduras menores, 2 a 4 pm 
de diametro, sem a presenga desses elementos, sao provavel- 
mente C. glabrata. A presen^a de pseudo-hifas em urina nao 
pode ser utilizada como marcador para distinguir infec^ao 
de contaminagao. Outros organismos como Rhodotorula, Tri- 
chosporon asahii e Blastoschizomyces capitus tern sido associados 
a infec^oes disseminadas em pacientes imunocomprometi¬ 
dos, podendo aparecer na urina devido a fungemia. T. Asahii 
pode ser causa de ITU sintomatica em transplantados renais. 
Cryptococcus neoformans pode estar presente na urina como 
manifestagao de infecgao disseminada. 

A quantifica^ao do numero de colonias parace nao ser 
muito util no diagnostico de UTIs por leveduras. Em estudos 
da decada de 1970, que compararam cultura quantitativa de 
urina com o crescimento da levedura em biopsia renal para 
paciente sem cateteres, a infecgao renal comprovada foi ob- 
servada com baixas contagens de colonias (10.000 UFC/mL), 
ja para pacientes com cateteres de longa duragao nao houve 
correlagao entre a contagem de colonias e a infecgao renal. 
Nos pacientes cateterizados contagens baixas como 20.000 
UFC/mL podem indicar infec^ao, enquanto crescimentos 
> 100.000 UFC/mL podem indicar colonizagao. 

Recomendaqoes para analise e interpretapao de 
uroculturas 

Culturas sem crescimento bacteriano 

Apos 18 a 24 horas de incubagao, a ausencia de cresci¬ 
mento bacteriano, associada a baixa contagem de leucoci- 
tos (< 30.000/mL) e microbiota escassa ou discreta, deve ser 
interpretada como cultura negativa. Amostras coletadas por 
pungao suprapubica ou sondas de alivio devem ser incubadas 
por ate 48 horas. 


Reportar o resultado como: sem crescimento bacteriano 
> 1.000 UFC/mL/ ou > 100 UFC/mL, conforme o volu¬ 
me utilizado. 

No entanto, a ausencia de crescimento bacteriano, apos 
18 a 24 horas de incubagao, associada a leucocituria (> 
30.000/mL) e/ou microbiota moderada ou intensa ou, ainda, 
presenga de leveduras ou nitrito positivo, deve ser mais bem 
avaliada com a realizagao de bacterioscopia do sedimento 
urinario (recomenda-se armazenar uma aliquota de urina sob 
refrigeragao no momento da semeadura): 

Procedimentos sugeridos apos a bacterioscopia 

a) Bacterias nao visualizadas, muitos leucocitos (> 
100.000/mL): reincubar a placa por mais 24 horas 
a 35 ± 2 °C e semear 10 pL da aliquota de urina 
refrigerada em agar sangue, incubando-a juntamente 
com a primeira. 

Nota: a presenga de muitos leucocitos com bacte¬ 
rias nao visualizadas pode ser decorrente de infecgao 
por clamidia, gonococo, micoplasma, ureaplasma, 
tricomonas, Mycobacterium tuberculosis ou Leptospira , 
causada por desidratagao, pneumonia ou sepse, por 
condigoes clinicas nao infecciosas como calculos ou, 
ainda, paciente em uso de antibiotico. 

b) Em uroculturas de mulheres a presenga de bacilos 
Gram-positivos proprios da biota vaginal ou de ba¬ 
cilos Gram-positivos e negativos pleomorficos e su- 
gestiva de contaminagao da amostra com conteudo 
vaginal durante a coleta; neste caso, o resultado da 
bacterioscopia deve ser liberado, sugerindo-se nova 
coleta a criterio clinico. Normalmente nessas amos¬ 
tras e observado crescimento misto de especies que 
nao sao consideradas uropatogenicas, que podem ser 
liberados como “Crescimento de microbiota uroge- 
nital“ seguido da contagem de colonias. 

c) Na presenga de bacilos Gram-negativos, cocos Gram- 
positivos, bacilos Gram-positivos corineformes ou 
leveduras deve-se reincubar a placa a 35 ± 2 °C por 
mais 24 horas, e semear 10 pL da aliquota de urina 
refrigerada em agar sangue, incubando-a juntamente 
com a primeira. Em urinas pediatricas, a visualiza- 
gao de Bacilos Gram-negativos curtos pode indicar 
a presenga de Haemophilus influenzae; neste caso, a 
urina deve ser semeada em agar chocolate e incuba- 
da em C0 9 . Amostras com leucocituria e hematuria, 
especialmente em pacientes idosos, com presenga de 
bacilos Gram-positivos corineformes, devem ser in¬ 
cubadas por ate 72 horas. Corynebacterium urealyticum 
e um importante uropatogeno, geralmente associado 
a urinas alcalinas, com possibilidade de aparecimento 
de cristais de fosfato amoniaco magnesiano. Culturas 
negativas em amostras com leucocituria e presenga 
de bacterias no Gram podem indicar a presenga de 
bacterias anaerobias. A visualizagao de bacterias com 
parede celular deficiente, conhecidas como forma-L 
bacteriana (Figura 32.7), em geral indica exposigao 
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bacteriana a antimicrobianos que atuam em parede 
celular. O antimicrobiano inibe a sintese de pepti- 
deoglicano, principal componente da parede celular, 
mas em urinas hipertonicas pode nao ocorrer a lise 
da bacteria, levando ao aparecimento de microrga- 
nismos com parede celular deficiente. O pH acido 
favorece a viabilidade dessas formas bacterianas, 
independentemente da concentragao da urina. As 
bacterias permanecem viaveis no sistema urinario 
devido as condigoes apropriadas, mas podem nao 
crescer ou apresentar crescimento escasso nos meios 
de cultura utilizados. 

Culturas com crescimento bacteriano 

Ao examinar a superficie do agar deve-se quantificar os 
tipos morfologicos de microrganismos presentes. Utilizando 
a alga de 1 pL (0,001 mL) uma colonia equivale a 1.000 
UFC/mL. Quando sao observadas mais do que 100 colo- 
nias, sugere-se liberar crescimento > 100.000 UFC/mL. Ao 
utilizar a alga de 10 pL (0,01 mL), uma colonia equivale a 
100 UFC/mL, na observagao de mais do que 100 colonias, 
sugere-se liberar crescimento > 10.000 UFC/mL. 

Sugestao de fluxo de trabalho para urinas com cresci¬ 
mento bacteriano: 

Crescimento de um unico tipo de microrganismo 
uropatogenico 

■ Crescimento < 10.000 UFC/mL: 

■ Urina de jato medio de paciente ambulatorial ou 
coletor pediatrico, deve-se realizar identificagao mi¬ 
nima do microrganismo. 

Reportar o resultado: desenvolvimento de Enterococcus spp. 

Contagem de colonias: 6.000 UFC/mL. 

■ Deve-se ter atengao com: 


Pacientes especiais como gestantes, idosos (especial- 
mente aqueles atendidos em emergencia ou hos- 
pitalizados), imunossuprimidos, renais cronicos ou 
diabeticos; nesses casos deve-se identificar o micror¬ 
ganismo e realizar TSA. E recomendavel liberar uma 
observagao sugerindo nova coleta a criterio clinico. 
Pacientes com numerosos leucocitos ou sabidamen- 
te sintomaticos; recomenda-se identificar o micror¬ 
ganismo e realizar o TSA. 

Urinas obtidas por pungao suprapubica, sonda de 
alivio, cistoscopia, nefroscopia ou culturas para leve- 
duras, realizar identificagao do uropatogeno e TSA. 


^ NOTA1 

A realizagao de bacterioscopia do sedimento urinario 
nessas amostras possibilita verificar a presenga de con- 
taminagao durante a coleta (presenga de biota vaginal 
por exemplo). Se houver evidences de contaminagao, 
liberar o resultado da bacterioscopia, realizar a ID mi¬ 
nima e sugerir nova coleta a criterio clinico. 

Crescimento 10.000 a 100.000 UFC/mL: 

■ Urina de jato medio de paciente ambulatorial com 
leucocituria (> 30.000 leucocitos/mL), realizar 
identificagao e TSA do microrganismo. 

Reportar o resultado: desenvolvimento de Enterococcus 
faecalis. 

Contagem de colonias: 50.000 UFC/mL 
TSA 

■ Urina de jato medio sem leucocituria (< 30.000 
leucocitos/mL), realizar bacterioscopia do sedimen¬ 
to urinario para verificar presenga de contaminagao: 

Evidencias de contaminagao liberar ID minima, o re¬ 
sultado da bacterioscopia e sugerir nova coleta. 
Reportar o resultado: desenvolvimento de Enterococcus spp. 
Contagem de colonias: 50.000 UFC/mL 



Figura 32.7 Bacterias com parede celular deficiente, exame direto a esquerda e coloragao de Gram a direita. 
Fonte: Ito, 2012. 
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Bacterioscopia: presenga de muitos bacilos Gram- 

positivos proprios da biota vaginal, raros cocos 

Gram-positivos. 

Observagao: sugerimos nova coleta a criterio clinico. 

■ Na ausencia de contaminagao, realizar ID + TSA e 
sugerir nova coleta. 

■ Deve-se ter atengao especial com: 

■ Pacientes especiais como gestantes, idosos (especial- 
mente aqueles atendidos em emergencia ou hos- 
pitalizados), imunossuprimidos, renais cronicos ou 
diabeticos; nesses casos deve-se identificar o micror- 
ganismo e realizar TSA. E interessante liberar uma 
observagao sugerindo nova coleta a criterio clinico. 

■ Urinas de coletor, realizar ID minima e sugerir nova 
coleta a criterio clinico. Na presen^a de leucocitu- 
ria, entrar em contato com o clinico, informando o 
resultado e sugerindo nova coleta devido a possibi- 
lidade de contamina^ao. Na impossibilidade de con¬ 
tato, uma alternativa e liberar a ID com a contagem 
de colonias e deixar o TSA disponivel no lab orato¬ 
rio, liberando a observagao: contatar o laboratorio 
se o TSA for clinicamente indicado, sugerindo nova 
coleta a criterio clinico devido a possibilidade de 
contamina^ao da amostra durante a coleta. 

■ Crescimento > 100.000 UFC/mL: 

Realizar Identifica^ao do microrganismo + TSA 

Reportar o resultado: desenvolvimento de Enterococcus 
faecalis. 

Contagem de colonias: > 100.000 UFC/mL 
TSA 

■ Deve-se ter atengao especial com: 

■ Urinas de crian^as sem leucocituria (< 30.0001eu- 
cocitos/mL), obtidas com coletor urinario. Solicitar 
a coleta de uma segunda amostra, para confirmar o 
resultado. 

■ Urina de jato medio de paciente ambulatorial nao 
gestante sem leucocituria, recomenda-se verificar o 
historico da paciente, se esta for a primeira amostra 
com estas caracteristicas: bacteriuria sem leucocitu¬ 
ria, recomeda-se liberar uma observagao sugerindo 
nova coleta a criterio clinico. 

Crescimento de dois tipos de uropatogenos: 

■ Crescimento < 100.000 UFC/mL para os dois 

uropatogenos 

■ Urina jato medio de paciente ambulatorial sem leu¬ 
cocituria, recomenda-se realizar identificagao mini¬ 
ma e sugerir nova coleta a criterio clinico. 

■ Na presen^a de leucocituria ou para pacientes espe¬ 
ciais, recomenda-se considerar como ponto de corte 
crescimentos > 10.000 UFC/mL e fazer ID e TSA 
dos microrganismos acima desta contagem. 

■ Crescimento de um dos uropatogenos > 100.000 UFC/mL 

■ Realizar ID e TSA do microrganismo com conta¬ 
gem superior a 100.000 UFC/mL e somente ID 


minima do patogeno com crescimento inferior a 
100.000 UFC/mL. 

■ Crescimento de dois uropatogenos > 100.000 UFC/mL 
Realizar ID e TSA dos dois microrganismos. 

N0TA2 

Realizar e liberar a bacteriscopia do sedimento 
urinario. 

■ Deve-se ter atenpao especial com: 

■ Amostra proveniente de coletor sem leucocituria, 
liberar como desenvolvimento de duas especies 
bacterianas, provavel contaminapao e sugerir nova 
coleta a criterio clinico, mesmo em crescimentos > 
100.000 UFC/mL. 

■ Presenpa de numerosos leucocitos, sem indicios de 
contaminapao e com crescimento de uropatogenos 
realizar e liberar ID + TSA dos dois tipos de mi¬ 
crorganismos, independentemente da contagem. 

■ Gestantes, pacientes idosos ou imunossuprimidos, 
que apresentarem baixas contagens de colonias, 
recomenda-se entrar em contato com o clinico para 
determinar se paciente e sintomatico, ou realizar 
ID e deixar o TSA disponivel no laboratorio, libe¬ 
rando a observapao: contatar o laboratorio se oTSA 
for clinicamente indicado, sugerindo nova coleta a 
criterio clinico. 

Crescimento > 3 tipos de uropatogenos 

Realizar bacterioscopia do sedimento urinario sempre. 

■ Urinas sem leucocituria recomenda-se reportar: de¬ 
senvolvimento de varias especies bacterianas, provavel 
contaminapao, liberando a contagem total de microrga- 
nismos/mL, e sugerindo nova coleta a criterio clinico. 

■ Urinas com leucocituria, recomenda-se entrar em 
contato com o medico para verificar como a amostra 
foi coletada e se o paciente esta febril ou sintomatico, 
determinando com o clinico a necessidade de realizar 
ID eTSA de uropatogenos. Em casos com contagens de 
leucocitos muito altas e dificuldade de localizar o medi¬ 
co responsavel, realizar ID e deixar o TSA disponivel no 
laboratorio, liberando a observapao: contatar o laborato¬ 
rio se o TSA for clinicamente indicado, sugerindo nova 
coleta a criterio clinico 

■ Deve-se ter atenpao especial com: 

■ Gestante, pacientes idosos (especialmente atendido 
na emergencia ou internado) e imunossuprimi¬ 
dos com crescimento de um tipo predominante 
(> 80%), recomenda-se fazer ID + TSA do pato¬ 
geno predominante e ID minima dos demais pato- 
genos. Liberar observa^ao de possivel contaminagao, 
sugerindo nova coleta se clinicamente indicado. 
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■ ANTIBIOGRAMA OU TESTE DE 
SUSCETI Bl LI DADE AOS 
ANTIMICROBIANOS (TSA) 

O antibiograma de isolados urinarios apresenta algumas 
caracteristicas especiais. Por se tratar de um sitio anatomico 
diferenciado, os farmacos que potencialmente podem ser uti- 
lizados para terapeutica e, obrigatoriamente, necessitam apre- 
sentar boas taxas de excregao renal, ja que precisam atingir o 
trato urinario para realizar sua agao farmacologica. 

Em razao de caracteristicas farmacocineticas, alguns far¬ 
macos atingem altas concentrates urinarias e algumas vezes 
podem inibir o crescimento bacteriano, mesmo com o mi- 
crorganismo nao apresentando sensibilidade in vitro. A expli- 
ca^ao para o fato e que o antibiograma, em geral, leva em 
consideragao para determina^ao dos pontos de corte, as con¬ 
centrates sericas do farmaco em regime posologico usual- 
mente utilizado e nao as concentrates nas vias urinarias. 
Por outro lado, devido a essas caracteristicas farmacocineti¬ 


cas, alguns farmacos nao devem ser reportados em isolados 
urinarios por nao atingirem concentrates adequadas, como 
tigeciclina, cloranfenicol, eritromicina e clindamicina. 

A escolha de quais farmacos devem ser testados pode va- 
riar de acordo com caracteristicas particulares de cada regiao, 
tipo de servigo (clinicas pediatricas, obstetricas, geriatricas, hos- 
pitalares), preferences pessoais dos clinicos, e tambem dispo- 
nibilidade dos discos comerciais. Porem, o antibiograma deve 
ser representativo, testando diversas classes de antimicrobianos, 
oferecendo uma gama maior de alternativas terapeuticas. 

Protocolos internacionais com criterios interpretativos 
para realiza^ao e liberagao do antibiograma estao disponiveis 
(CLSI/EUCAST). Cabe ao microbiologista, em conjunto 
com os clinicos, com a farmacia e a Comissao de Controle 
de Infec^ao Hospitalar, no caso de laboratories hospitalares, 
escolher aquele que melhor se adapte as suas necessidades. A 
Tabela 32.4 apresenta uma sugestao de antimicrobianos que 
podem ser testados para as principals bacterias isoladas de 
uroculturas. 


Tabela 32.4 Antimicrobianos testados em bacterias isoladas de uroculturas. 


Enterobacterias 

S. saprophyticus 

Enterococos 

P. aeruginosa 

Acido nalidixico 

Norfloxacino 

Ampicilina 

Ceftazidima 

Norfloxacino 

Ciprofloxacino 

Ciprofloxacino 

Cefepime 

Ciprofloxacino 

Nitrofurantoina 

Norfloxacino 

Gentamicina 

Amoxicilina/acido clavulanico 

Sulfazotrim 

Nitrofurantoina 

Ciprofloxacino 

Cefalotina 


Fosfomicina 

Imipenem 

Ceftriaxona 

Staphylococcus spp. 

Vancomicina 

Meropenem 

Cefepime 

Alem dos discos acima, 
testa r: 


Piperacilina/ 

Tazobactam 

Gentamicina 

Cefalotina 


Aztreonam 

Nitrofurantoina 

Cefoxitina 


Amicacina 

Ertapenem 

Gentamicina 




Meropenem ou Imipenem 
Sulfazotrim 
Fosfomicina * 

*Testar somente em isolados de Escherichia coli. 

Fonte: Acervo dos autores. 
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■ INTRODUgAO 

Gastroenterites agudas ainda representam importante 
causa de mortes de criangas menores de um ano de idade. Em 
paises desenvolvidos, as mortes por gas tro enter ites sao relati- 
vamente raras, porem, em geral, anualmente sao estimados de 

I, 5 a 2 milhoes de mortes de criangas com menos de cinco 
anos de idade, sobretudo nos paises em desenvolvimento. A 
incidencia e a mortalidade causadas por gastroenterites sao 
maiores em criangas menores de um ano de idade. No Brasil, 
houve uma redu^ao da mortalidade infantil por diarreia, de 

II, 9 para 0,2 por mil nascidos vivos em 1980 e 2000, respec- 
tivamente. Diferengas regionais que refletem na facilidade de 
acesso aos servigos de atengao a saude, saneamento basico, 
desnutrigao, qualidade da agua, entre outros, proporcionam 
ainda um cenario ideal para a ocorrencia de diarreia infantil, 
especialmente em criangas de baixo nivel socioeconomico. 

O consumo de agua e de alimentos contaminados sem- 
pre foram elementos essenciais para a transmissao de entero- 
patogenos. De fato, grande parte da populagao mundial foi 
afetada por pelo menos sete pandemias causadas pelo Vibrio 
cholerae nos ultimos duzentos anos. Em 1991 um novo surto 
de colera se iniciou no Peru, e em 1992 havia atingido quase 
a totalidade dos paises latinos, incluindo o Brasil. 

Salmonella, Shigella e Campylobacter sao causas comuns de 
diarreia infecciosa e sao comumente isolados por cultivo das 
fezes em meios especificos. Historicamente, tambem, algumas 
cepas especificas de Escherichia coli sao relacionadas a surtos de 
diarreia. Em 1945, John Bray comprovou que cepas especifi¬ 
cas de Escherichia coli eram responsaveis por surtos de diarreia 
infantil na Inglaterra. Essas cepas foram chamadas EPEC (E. 
coli enteropatogenica), e, embora amplamente estudadas, ain¬ 
da hoje nao se conhece o exato mecanismo de produ^ao de 
diarreia por esses enteropatogenos. Nos anos de 1970 foram 
descritas duas novas categorias de E. coli causadoras de diar¬ 
reia: E. coli enterotoxigenicas (ETEC), cujo mecanismo de 
produgao de diarreia esta relacionado a produgao das toxinas 
termolabil (LT) ou termoestavel (ST), e E. coli enteroinvasora 
(EIEC), com um mecanismo de patogenia indistinguivel de 
Shigella spp. O interesse pelas EPECs ressurgiu nos anos 1980, 
quando ensaios utilizando linhagens de celulas epiteliais em 


cultivo demonstraram haver pelo menos tres categorias de 
E. coli capazes de aderir a essas celulas formando padroes de 
aderencia distintos. Um padrao de aderencia localizada, for¬ 
mando microcolonias sobre as celulas epiteliais e tipico de 
EPEC; as cepas que aderem de forma difusa sobre toda a 
superficie celular foram denominadas DAEC; enquanto um 
terceiro tipo, que demonstrou um padrao de aderencia em 
fileiras, imitando tijolos na parede, denominado E. coli ente- 
roagregativa (EAEC) (Figura 33.1). 

A decada de 1980 tambem ficou marcada pelo surgi- 
mento de uma nova categoria E. coli enteropatogenica capaz 
de causar diarreia seguida do aparecimento de sangue nas 
fezes (colite hemorragica) e, eventualmente, evoluindo para 
a sindrome uremico hemorragica (SUH). Os primeiros sur¬ 
tos, reportados em 1983, foram relacionados ao consumo de 
carne bovina (hamburgueres) contaminada por um sorotipo 
ate entao raro de E. coli (0157:H7). No mesmo ano provou- 
-se a associagao entre SUH e a presenga de uma citotoxina 
nas fezes dos pacientes, conhecida como Shiga toxina (Stx). 
Essas cepas foram chamadas de E. coli entero-hemorragicas 
(EHEC) ou produtoras de Shiga toxina (STEC). Embora o 
sorotipo 0157:H7 tenha sido implicado em numerosos sur- 



Figura 33.1 Representa^ao esquematica da Stx produzida por 
EHECs. 

Fonte: Acervo do autor. 
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tos de gastroenterites, por exemplo, mais de 10 mil pessoas 
contaminadas em 1996 em um surto em Sakai, nos arredores 
de Osaka, Japao, atualmente inumeros outros sorotipos de E. 
coli sao relacionados a produ^ao de Stx, e com o mesmo po- 
tencial para causar colite hemorragica e SUH. Para ilustrar 
este fato, em 2011 ocorreu um surto de SUH na Alemanha, 
causado por uma EHEC sorotipo O104:H4, que resultou em 
3.842 casos reportados de infecgoes humanas. 

Alem das especies citadas, outras especies de bacterias sao 
tambem responsaveis por causar surtos de doen^as gastroin¬ 
testinal, como Aeromonas, Plesiomonas e Yersinia enterocolitica. 
Algumas especies, como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e 
Clostridium perjringe, sao capazes de produzir toxinas que cau- 
sam vomitos e diarreia associados ao consumo de alimentos 
contaminados por esses patogenos. Nesses casos, o isolamento 
da bacteria em grandes quantidades no alimento contamina- 
do e a determinagao da capacidade de produgao de entero- 
toxinas por esses isolados sao necessarios para implicar tais 
patogenos como causadores dos sintomas. 

Clostridium difficile e a principal causa de diarreia nosoco¬ 
mial, colite pseudomembranosa, megacolon e, eventualmen- 
te, colite fulminante. A maioria dos casos ocorre em adultos 
(especialmente > 65 anos ou imunocomprometidos), apos 
a exposigao a antibiotic os de amplo espectro, porem deve 
ser considerada a hipotese de infec^ao C. difficile em todo 
paciente com contagem de leucocitos > 30.000 (excluin- 
do pacientes com leucemia), mesmo com fezes normais. O 
impacto fmanceiro dessas infecgoes e substancialmente alto, 
estimado em 5 a 15.000 Euro/caso na Inglaterra, e 1,1 bilhao 
de dolares/ano nos Estados Unidos. C. difficile produz duas 
toxinas, TcdA e TcdB, capazes de inativar GTPases celula- 
res, produzindo importantes alteragoes no citoesqueleto das 
celulas epiteliais. Por muitos anos a detec^ao dessas toxinas 
nas fezes do paciente atraves de metodos imunologicos foi 
considerado o principal metodo de diagnostico dessas infec- 
goes. Porem, atualmente, esses metodos sao considerados de 
baixa sensibilidade e estao sendo substituidos por metodos 
moleculares. 

E importante lembrar que, embora muitas bacterias este- 
jam associadas a gastroenterites, parasitas, como Giardia lam- 
blia e Cryptosporidium parvum, entre outros, tambem sao causas 
conhecidas de diarreia, assim como alguns virus. De fato, a 
grande maioria dos quadros de doenga gastrointestinal, espe¬ 
cialmente em criangas, e causada por rotavirus e norovirus, 
portanto, resultados de coproculturas negativas nao excluem 
a possibilidade de diarreia infecciosa por outros agentes. 

■ PATOGENOS E MECANISMOS DE 
PATOGENIA 

■ Aeromonas spp.: A. hydrophila e A. caviae parecem ser as 
especies mais isoladas de casos de diarreia. Pouco se sabe 
sobre os fatores de virulencia relacionados a patogenia 
gastrointestinal. Estudos in vitro sugerem que apenas uma 
pequena fragao dos isolados possui capacidade de invadir 
celulas em cultivo. Genes codificando enterotoxinas fo- 


ram identificados em alguns isolados, mas o papel indi¬ 
vidual dessas toxinas na produ^ao de diarreia ainda nao 
esta claro. 

■ Campylobacter spp:C. jejuni e C. coli sao as especies mais 
comumente encontradas em casos de diarreia humana 
associados ao consumo de alimentos contaminados. 
A toxina distensora citoletal (CdtA, B e C) parece ser 
um importante fator de patogenicidade em c. jejuni, e 
induz apoptose das celulas infectadas. Entretanto, nao se 
conhece ainda os fatores especificos relacionados com a 
capacidade desses organismos causarem diarreia. 

■ Clostridium difficile: Cepas toxigenicas produzem ate 
tres toxinas: citotoxinas TcdA, TcdB, e toxina binaria 
CDT (C. difficile transferase). Todas as cepas que causam 
diarreia produzem TcdB, sendo que a maioria tambem 
produz TcdA. TcdA e TcdB possuem a capacidade de 
glicosilar e inativar GTPases (Rac, Rho e Cdc42) nas 
celulas hospedeiras, causando profundas alteragoes no 
citoesqueleto celular, rompendo a barreira intracelular e 
induzindo apoptose. Ambas as toxinas sao tambem ca¬ 
pazes de produzir inflamagao, contribuindo para o dano 
celular e tecidual. A produgao da toxina binaria CDT 
esta associada a maior mortalidade dos pacientes, porem 
nao esta claro se a toxina e um marcador de cepas mais 
virulentas, ou se a toxina contribui diretamente para o 
aumento da patogenia dessas cepas. 

■ Escherichia coli produtoras de diarreia: Mecanismos 
de virulencia distintos estao associados com os diferentes 
tipos de E. coli relacionados a diarreia: 

■ EPEC: E. coli pertencentes a esse grupo de entero- 
patogenos possuem a habilidade de aderir as celulas 
intestinais por meio de microfilamentos chamados 
BFP (Bundle-Forming Pilus). Apos essa aderencia 
inicial, o contato com a celula hospedeira ativa um 
complexo sistema de secregao (sistema de secregao 
do tipo III), por onde sao injetados fatores de vi¬ 
rulencia bacterianos diretamente no citoplasma da 
celula hospedeira. Um desses fatores e denominado 
Tir (Translocated Intimin Receptor), que, apos ter 
um residuo especifico de tirosina fosforilado por 
quinases da celula hospedeira, se insere na mem- 
brana celular e forma um receptor para a bacteria, 
que se adere intimamente a este receptor atraves 
de uma proteina de membrana chamada intimina. 
Durante esse processo ocorre o desaparecimento das 
microvilosidades celulares ao redor da bacteria e ha 
profundas mudangas no citoesqueleto celular, resul- 
tando no aparecimento de uma estrutura rica em fi- 
lamentos de actina, em forma de pedestal, que eleva 
a bacteria acima da superficie da celula hospedeira. 
Todos os genes necessarios envolvidos na transdugao 
de sinal e rearranjo do citoesqueleto da celula hos¬ 
pedeira estao codificados em uma regiao contendo 
35 kb no cromossomo bacteriano denominada LEE 
(Locus of Enterocyte Effacement), e que nao esta 
presente em outras cepas de E. coli pertencentes a 
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microbiota intestinal normal ou mesmo de cepas 
nao envolvidas em casos de diarreia. A diarreia pode 
ser o resultado de multiplos mecanismos, incluindo 
secregao ativa de ions cloreto e perda da capacidade 
absortiva das celulas intestinais devido a perda mas- 
siva das microvilosidades celulares. 

■ EHEC: O principal fator de virulencia estudado 
em EHECs e a Shiga toxina - Stx - (tambem cha- 
mada verotloxina por sua capacidade de destruir 
celulas Vero em cultivo). Stx e codificada por um 
bacteriofago integrado ao cromossoma bacteriano. 
Existem duas variantes de Stx (Stxl e Stx2), que nao 
produzem imuniza^ao cruzada, e sao compostas de 
uma subunidade A e cinco subunidades B, respon- 
saveis pelo reconhecimento e pela ligagao da toxi¬ 
na a um receptor presente na superficie da celula 
hospedeira (receptor glicolipidico Gb3 ou Gb4, ver 
Figura 33.1). Apos a ligagao ao receptor, a subunida¬ 
de A e translocada para dentro da celula, onde age 
sobre a unidade 60S ribossomal. A remo^ao de uma 
unica adenina da subunidade 28S ribossomal pela 
agao N-glicosidase da toxina A resulta em inibi^ao 
da sintese proteica e morte celular. EHECs podem 
produzir e secretar uma ou ambas as toxinas, que 
podem ser translocadas e transportadas a locais 
distantes pela corrente sanguinea. Qualquer celula 
que possua o receptor Gb3 (ou Gb4), incluin¬ 
do celulas intestinais e endoteliais renais, pode ser 
afetada pelas toxinas Stxl e/ou Stx2. Esses eventos 
estao diretamente associados a colite hemorragi- 
ca e a eventual evolu^ao para sindrome uremico- 
-hemorragica (SUH) observadas em pacientes 
infectados por EHECs. Varios sorotipos de EHEC, 
incluindo 0157:H7, expressam fatores de aderencia 
virtualmente identicos aos encontrados em EPECs, 
enquanto em outros sorotipos, como por exemplo 


o recente sorotipo O104:H4 envolvido em surto 
na Alemanha, podem aderir as celulas epiteliais por 
outros mecanismos. 

EAEC: E. coli pertencentes a essa categoria pos- 
suem em comum a capacidade de aderir as celulas 
intestinais ou epiteliais produzindo um padrao de 
aderencia caracteristico, tipicamente descrito como 
semelhante a tijolos enfileirados em uma parede 
(Figura 33.2). Embora diversas toxinas, adesinas e 
outras proteinas associadas a virulencia tenham sido 
identificadas nessas cepas, nenhum desses fatores foi 
encontrado em todas as cepas de EAEC. A formagao 
de biofilme tambem tern sido associada a patogenia 
desses microrganismos. Entretanto, as EAEC ganha- 
ram nova importancia ao se verificar que o isolado 
de E. coli sorotipo O104:H4 produtora de Stx2, e 
responsavel pela maior frequencia de casos de SUH 
e morte, jamais reportado em outro surto causado 
por uma cepa entero-hemorragica, possuia aderen¬ 
cia do tipo enteroagregativa. Ate entao, as EHECs 
classicas possuiam os mesmos mecanismos e genes 
para a aderencia localizada observada em EPECs. 
Interessantemente, embora recuperada de um caso 
unico de diarreia infantil, o unico isolado de EHEC 
reportado em Porto Alegre, RS, pertencente ao so¬ 
rotipo 091:H21, era do tipo agregativo e tambem 
produtora de Stx2. EAECs estao se tornando im- 
portantes causas de diarreia associadas ao consumo 
de alimentos contaminados e o fato de algumas 
cepas adquirirem a capacidade de produzir Shiga to¬ 
xina deve aumentar o interesse por esses patogenos. 
EIEC: E. coli enteroinvasoras possuem genes plasmi- 
diais e cromossomicos, que conferem a estes isola- 
dos a capacidade de invadir as celulas que recobrem 
a mucosa do colon, produzindo intensa inflamagao 
local. Os genes associados e o mecanismo de pa- 
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Figura 33.2 Aderencia tipica de algumas cepas enteropatogenicas de E. coli em celulas Hep-2. 
Fonte: Acervo do autor. 
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togenia de EIEC e identico aos encontrados em 
Shigella spp., e sao discutidos a seguir. 

■ ETEC: Conhecidas desde a decada de 1970, 
ETECs sao uma importante causa de diarreia in- 
fantil e em viajantes que retornam de regioes nao 
industrializadas do globo. Apos a colonizagao da 
mucosa do intestino delgado, ocorre diarreia secre- 
toria como resultado da agao das toxinas termolabil 
(LT) ou termoestavel (ST). ETECs podem produzir 
apenas uma ou ambas as toxinas. LT e uma toxina 
do tipo oligomerica, composta de uma subunidade 
A e cinco subunidades B. As subunidades B sao res- 
ponsaveis pela ligagao da toxina ao receptor celular 
- gangliosidio GM1. A atividade toxica e exercida 
pela subunidade A que, uma vez translocada para o 
interior da celula hospedeira, atuara sob re seu alvo: 
a enzima adenilato ciclase localizada na membra- 
na basolateral das celulas epiteliais. A atividade de 
ADP-ribosiltransferase da toxina A age atraves da 
transference de uma molecula de ADP-ribosil do 
NAD para a subunidade a da proteina ligadora de 
GTP (Gs), que por sua vez resulta na estimulagao 
irreversivel da adenilato ciclase, levando ao aumento 
dos niveis intracelulares de AMP (AMPc). O resul¬ 
tado final e a ativagao de uma proteina quinase e 
fosforilagao aumentada dos canais de cloreto, sobre- 
tudo o CFTR, e estimulagao da secregao de ions 
cloreto e inibigao da absorgao de NaCl pelas celulas 
da mucosa intestinal, resultando em diarreia osmoti- 
ca. A toxina LT e estrutural e funcionalmente muito 
semelhante a toxina do colera (CT). Existem duas 
variantes sorologicas de LT (LT-I e LT-II), cada uma 
delas com algumas variantes antigenicas (LTp-I, 
LTh-I, LT-IIa e LT-IIb), porem com mecanismo de 
agao muito similar. Diferente da LT, a toxina ter¬ 
moestavel madura (ST) e formada por um pequeno 
peptidio (18-19 aa STa e 45 aa STb). Existem duas 
classes diferentes de STs, que diferem em estrutura 


e mecanismo de agao (STa e STb). STa age estimu- 
lando o aumento intracelular de GMP (GMPc), 
resultando em secregao de ions cloreto, de maneira 
muito similar a agao da LT. Ao contrario, STb age 
estimulando a secregao de bicarbonato pelas celulas 
intestinais, sem estimular o aumento de AMPc ou 
GMPc. 

Shigella , Salmonella e Yersinia spp.: Esses tres generos 
de enteropatogenos apresentam em comum um sofis- 
ticado mecanismo de secregao, utilizado para injetar 
fatores de virulencia bacterianos diretamente dentro do 
citoplasma da celula hospedeira. O SST3 e uma nanose¬ 
ringa molecular, formado por proteinas conservadas en- 
tre as diferentes especies, que somente e ativado atraves 
do contato da bacteria com a celula hospedeira. 

Shigella spp. e basicamente o resultado da sua capacidade 
de invasao celular e consequente inflamagao da mucosa 
intestinal. O processo de invasao e complexo e esta rela- 
cionado a injegao de invasinas (IpaA-D) atraves do SST3 
bacteriano, que provocam uma reorganizagao dramatica 
do citoesqueleto celular e resulta na entrada da bacteria 
na celula hospedeira. Inicialmente, a bacteria deve inva- 
dir as celulas M, encontradas nas placas de Payer intes¬ 
tinais, para ter acesso aos receptores TLR4 presentes na 
membrana basolateral das celulas da mucosa. A ativa^ao 
do TLR4 induz a libera^ao de interleucina 6 e 8 (IL-6, 
IL-8), que por sua vez sao responsaveis pela atragao de 
leucocitos PMN e produgao de inflamagao e necrose 
celular (Figura 33.3). A bacteria possui tambem a habi- 
lidade de se mover dentro das celulas epiteliais pela for- 
magao de uma cauda de actina numa das extremidades 
da bacteria, resultado da agao coordenada das proteinas 
IscA, IpaA e, provavelmente, varios outros efetores secre- 
tados pelo SST3. 

Salmonella, Typhimurium e S. enteritidis podem infectar uma 
grande variedade de animais e causar desde infecgoes 
sistemicas fatais ate o estabelecimento de um estado de 
carreadores assintomaticos. Em humanos, a infec^ao por 
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Figura 33.3 Interagao de Shigella com celulas epiteliais intestinais. 
Fonte: Acervo do autor. 
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esses sorotipos se manifesta por enterocolites raramen- 
te seguidas de infecgoes sistemicas. Uma vez ingerida 
com alimentos ou agua contaminada, a bacteria adere 
e invade as celulas epiteliais intestinais. Esse mecanismo 
esta relacionado a indugao da fagocitose de bacterias por 
celulas nao fagociticas, processo que necessita da injegao 
de fatores de virulencia bacterianos no interior da celula 
hospedeira atraves do SST3. Ao contrario das infecgoes 
por Shigella, nao ha indugao de um processo inflamatorio 
intenso pela Salmonella, que se multiplica no interior des- 
sas celulas. A capacidade de invadir e se multiplicar dentro 
das celulas hospedeiras e essencial para a sobrevivencia da 
bacteria e estabelecimento da infecgao (Figura 33.4). 

Y. enterocolitica utiliza o SST3 para secretar ao menos 
seis proteinas chamadas coletivamente Yop. Y. enterocoli¬ 
tica inicialmente se adere e penetra o epitelio intestinal 
atraves de uma indugao forgada da fagocitose, mediada 
por invasina, uma proteina de membrana bacteriana, que 
se liga a Bl-integrina presente na superficie da celula 
hospedeira. Os efetores YopE YopT e YopO interferem 
com o rearranjo do citoesqueleto celular pela interagao 


com Rho GTPases. Y. enterocolitica tambem e capaz 
de se disseminar atraves do sistema linfatico, onde se 
proliferam extracelularmente. Enquanto a maioria das 
outras bacterias seria fagocitada e destruida, Y. entero¬ 
colitica e capaz de se ligar a superficie dos macrofagos 
e inibir a sua fungao fagocitica atraves da agao da pro- 
teina YopH. Y. enterocolitica e um patogeno capaz de 
causar nao somente doenga gastrointestinal, mas pode 
tambem evoluir para sepse, com alta mortalidade. Alem 
disso, Y. enterocolitica possui a capacidade de se multipli- 
car a temperaturas baixas (4 °C ou menos). O numero 
de infecgoes intestinais causadas por esse patogeno e 
provavelmente subestimado (Figura 33.5). 

Vibrios: Sao bacilos Gram-negativos em forma de vir- 
gula. V cholerae e V parahaemolyticus sao duas especies 
frequentemente associadas a surtos de gastroenterites e 
possuidoras de SST3. Outras especies de vibrios podem 
ocasionalmente ser isoladas de infec^oes extraintestinais, 
como feridas e casos de sepses. 

O principal mecanismo de patogenia encontrado em V 
cholerae e a secregao de uma potente toxina composta 
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Figura 33.4 Interagao de Salmonella com celulas epiteliais intestinais. 
Fonte: Acervo do autor. 



Figura 33.5 Interagao de Y. enterocolitica com as celulas epiteliais intestinais. 
Fonte: Acervo do autor. 


capitulo 33 


379 




























Tratado de Analises Clinicas 


de uma subunidade A e cinco subunidades B, chamada 
CT, muito semelhante a LT produzida por ETECs (Ver 
acima). Existem mais de 140 sorogrupos de V cholerae, 
entretanto apenas o sorogrupo Ol e 0139 causam a 
vasta maioria das infec^oes humanas. 

V. parahaemolyticus foi isolado pela primeira vez em 
Osaka, Japao, em 1950, apos um surto de gastroenterite 
aguda provocado pelo consumo de shirasu, uma especie 
de sardinha seca. O consumo de frutos do mar contami- 
nados com o organismo e a principal fonte de infecgao. 
V. parahaemolyticus pode ser encontrado em ambientes 
marinhos em todo o mundo, e com o aquecimen- 
to dos oceanos foi isolado, inclusive, no sul do Alaska. 
Praticamente todos os isolados humanos de V parahae¬ 
molyticus produzem duas toxinas: TDH ( Thermostable 
Direct Hemolysin) e TRH ( TRH-related hemolysin) ca- 
pazes de hemolisar hemacias. A patogenicidade desse 
microrganismo tambem esta relacionada a uma grande 
quantidade de efetores (Vot) secretados atraves do SST3, 
muitas dessas proteinas com atividade citotoxica. 

■ ISOLAMENTO E IDENTIFICAgAO 

Fezes e a amostra adequada para a coprocultura, mas 
um swab retal, contendo material fecal visivel, tambem pode 
ser utilizado. Preferivelmente, coletar a amostra durante os 
primeiros quatro dias do inicio da diarreia. O tempo de 
transporte para o laboratorio e critico, principalmente para 
Shigella spp., e a amostra deve ser processada em, no maximo, 
1 a 2 horas apos a coleta. Para tempos superiores e importante 
usar um swab e meio de transporte mantido a 4 °C, inclusive 
durante o transporte. Normalmente os meios de Cary-Blair, 
Stuart e Amies sao adequados para todos os enteropatoge- 
nos. Salina com glicerina tamponada pode ser utilizada para 
E. coli, Salmonella e Shigella, porem nao deve ser usada para 
o isolamento de Campylobacter e Vibrio. Por ser inviavel o 
isolamento e a identifica^ao de todos os enteropatogenos, a 
maioria dos laboratories opta por uma rotina para o cultivo 
dos principal agentes ( Salmonella, Shigella). Os outros ente¬ 
ropatogenos podem ser considerados devido a epidemiolo- 
gia local (colera, por exemplo) ou quando houver solicitagao 
medica especificando o enteropatogeno a ser pesquisado. 

E. coli produtoras de diarreia 

E. coli pode ser isolada facilmente em meios de culturas 
seletivos comumente utilizados para bacilos Gram-negativos, 
como: McConkey Agar e EMB. A grande dificuldade e dis- 
tinguir as cepas enteropatogenicas dos isolados nao patogeni- 
cos, uma vez que esse genero de microrganismos e parte da 
microbiota normal do trato gastrointestinal. Historicamente, 
a aglutinagao com antissoros especificos foi utilizada para a 
caracterizagao inicial dos isolados com potencial patogeni- 
co (EPECs), principalmente em casos de surtos de diarreia 
infantil, pois o numero de sorotipos associados a produgao 
de diarreia e limitado. Entretanto, no laboratorio clinico a 
identificagao sorologica apenas nao permite identificar com 


seguranga esses patogenos, especialmente EPECs, pois a soro- 
logia completa, com antissoros anti-O (somaticos), e anti-H 
(flagelares), nao e realizada rotineiramente nesses laboratories, 
que normalmente usam apenas antissoros somaticos poliva- 
lentes para a triagem inicial de EPEC. Nao e correto afir- 
mar que um isolado de E. coli que produziu aglutina^ao com 
um determinado antissoro anti-O, por exemplo, anti-Olll, 
seja EPEC, pois apenas alguns sorotipos especificos de E. coli 
Olll (por exemplo: 0111:H2, 0111:H12, 0111:H21) sao 
associados com EPEC. Alem disso, o mesmo sorogrupo/so- 
rotipo pode estar associado com outros mecanismos de ente- 
ropatogenicidade. Por exemplo: E. coli 0111:NM, 0111:H2 
e 0111:H8 sao associados com E. coli entero-hemorragicas, 
enquanto E. coli 0111ab:H21 e tipicamente encontrado re- 
presentando cepas enteroagregativas. Outros sorotipos de E. 
coli Olll, nao pertencentes aos acima descritos, podem ser 
encontrados em isolados da microbiota normal. Embora um 
conjunto de sorotipos seja relacionado a cepas capazes de 
produzir diarreia, a enteropatogenicidade depende da presen- 
ga de genes plasmidiais e cromossomicos especificos (eae, tir ; 
bfp, etc.), nao presentes em isolados nao enteropatogenicos 
de E. coli. Quando necessaria, a identificagao defmitiva de 
EPEC pode ser realizada em laboratories de referenda por: 
1) testes para demonstrar a aderencia localizada em cultivos 
celulares; 2) observagao do acumulo de filamentos de actina 
diretamente sob o local de aderencia de EPEC em celulas 
epiteliais em cultivo, tambem chamado FAS assay (Fluorescen¬ 
ce Actin Staining); ou 3) metodos moleculares, como a PCR, 
para a detec^ao dos genes de virulencia associados a EPECs. 

O isolamento de EHEC 0157:H7 e possivel somente 
na fase inicial da infeegao, e normalmente nao e mais isolada 
apos cinco a sete dias do inicio da infec^ao. EHEC 0157:H7, 
tipicamente, nao fermenta ou fermenta muito lentamente o 
sorbitol. McConkey sorbitol, com sorbitol, em substituigao a 
lactose, pode ser utilizado para a triagem inicial de 0157:H7, 
que formam colonias transparentes nesse meio (sorbitol ne- 
gativo). Outras cepas de E. coli normalmente fermentam sor¬ 
bitol e formam colonias avermelhadas, devido a produ^ao de 
acido a partir desse agucar e de mudanga no indicador de pH 
do meio. Varios meios cromogenicos foram desenvolvidos 
para o reconhecimento rapido desse sorotipo de EHEC. Em 
qualquer meio, as colonias suspeitas devem ser testadas com 
antissoro anti-O 157. E. coli pertencentes a esse sorogrupo sao 
invariavelmente produtoras de Shiga toxina. Nao ha meios 
especificos para a triagem de outros sorotipos de EHEC (por 
exemplo, 026:HU, 091:H21, O104:H4, OUl:H2 etc.) e 
a presenga destes organismos pode ser comprovada indireta- 
mente pela detengao direta de Shiga toxina nas fezes, usando 
testes imunologicos comerciais. Alternativamente pode-se 
detectar a presenga dos genes Stxl e Stx2 nos isolados suspei- 
tos atraves de metodo molecular. 

EIECs possuem caracteristicas semelhantes a Shigella. Sao 
bioquimicamente inativas, imoveis, e lisina negativas. A iden- 
tificagao defmitiva requer o uso de testes moleculares para a 
detec^ao de fatores de virulencia, como: ipaC ou ipaH, com- 
partilhados tambem com Shigella. 
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Nao ha meio de cultivo seletivo para STECs, EAECs e 
outras E. coli enteropatogenicas. As toxinas ST e/ou LT (STEC) 
podem ser caracterizadas por ensaios biologicos, imunologicos 
(no sobrenadante de culturas) ou por amplifica^ao de acidos 
nucleicos. Estes ultimos representam provavelmente a melhor 
alternativa para a confirmagao dessas cepas. 

Salmonella, Shigella e Yersinia 

Embora esses microrganismos possam ser isolados em 
Agar McConkey, o uso de meios seletivos permite selecio- 
nar as colonias suspeitas de maneira mais eficiente. Nao ha 
um meio de cultivo ideal para o isolamento de todas essas 
especies, e o uso de meios de enriquecimento e controverso. 
Normalmente, em casos de diarreia aguda, a quantidade do 
patogeno nas fezes e grande o suficiente para permitir seu re- 
conhecimento em meios seletivos. Meios de enriquecimento 
podem ser uteis para identificar portadores, especialmente de 
Salmonella. Caldo selenito e utilizado para o enriquecimento 
de Salmonella e Shigella, porem neste ultimo caso nao esta 
comprovada a utilidade deste meio. Em qualquer caso, apos o 
enriquecimento, o caldo deve ser subcultivado em meio de 
cultivo seletivo para a triagem das colonias suspeitas. 

Dentre os meios utilizados, destaca-se o meio de SS, XLD 
e Hektoen (HE), entre outros. As colonias suspeitas de Salmo¬ 
nella normalmente sao incolores (lactose negativas), com centro 
preto (produgao de H 9 S). Uma maneira pratica para a triagem 
das colonias e inocular a colonia suspeita em agar lisina e ferro 
(LIA). Salmonellas utilizam a lisina e produzem H 9 S ao longo 
da linha de inoculagao.Algumas especies de Citrobacter tambem 
podem produzir H 9 S no LIA, porem sao rapidamente reco- 
nhecidos por nao descarboxilarem a lisina. A separagao entre 
Salmonella e Citrobacter tambem pode ser realizada rapidamente 
pelo teste de PYR, sendo negativo no primeiro caso e positivo 
no segundo. Um teste de aglutinagao em lamina utilizando 
antissoro anti-O (polivalente) deve ser utilizado para compro- 
var a identificagao fenotipica. A classifica^ao taxonomica de 
Salmonella tern sofrido modificagoes nos ultimos tempos. Exis- 
te grande numero de sorogrupos e sorotipos de Salmonella. A 
discussao deste assunto nao sera apresentada aqui, podendo ser 
encontrada em revisoes recentes da literatura. 

Shigella produz colonias incolores (lactose negativa), en- 
quanto a maioria das outras enterobacterias produz colonias 
de rosa-avermelhadas, devido a fermenta^ao da lactose (SS 
agar) ou amarelas pelo uso da xilose (XLD). As especies de 
Shigella sao bioquimicamente inativas, imoveis, indol e lisina 
negativas. Pela sua semelhanga bioquimica com alguns iso¬ 
lados de E. coli inativas, a utilizagao de testes de aglutinagao 
com antissoros especificos e fundamental para a identificagao 
defmitiva desses microrganismos. Historicamente, cada um 
dos quatro grupos de Shigella e considerado uma especie di- 
ferente.Assim, o sorogrupo A corresponde a S. dysenteriae;B a 
S.flexneri; C a S. boydii; e D a S. sonnei. Entretanto, do ponto 
de vista genetico, todos os sorogrupos representam uma so 
especie e seriam classificados atualmente como biovariedades 
de E. coli. Para evitar confusao, sobretudo na literatura medica, 
a classificagao classica de Shigella e mantida nos dias de hoje. 


Yersinia enterocolitica cresce em meios como agar McCon¬ 
key, SS e XLD, produzindo colonias pequenas nas primeiras 
24 horas de incuba^ao, aumentando significativamente apos 
48 horas de incubagao. Devido ao fato de fermentarem sa- 
carose e crescerem mais lentamente que as outras entero¬ 
bacterias, e recomendado o uso de meios seletivos, como o 
agar cefsulodina, irgasan e novobiocina (CIN). Neste meio, 
a maioria das outras enterobacterias sao inibidas (com exce- 
gao de Serratia, Morganella e Citrobacter), enquanto Yersinia 
enterocolitica produz colonias caracteristicas, com um centro 
avermelhado ( Bull's eye). A identifica^ao inicial pode ser rea¬ 
lizada pelas rea^oes tipicas emTSI (A/A), motilidade positiva 
a 25 °C, PYR positivo, lisina negativa (LIA) e urease positiva. 
O uso de sorologia com antissoro anti-O polivalente permite 
confirmar a identificagao deste microrganismo. 

Vibrios sao organismos fermentadores e nao fastidio- 
sos, semelhantes as enterobacterias, que crescem em meios 
de cultivos tradicionalmente utilizados em bacteriologia cb- 
nica. As amostras de fezes diarreicas devem ser enviadas ao 
laboratorio rapidamente, onde sao inoculadas em agar sangue 
de carneiro e McConkey por 24 horas em aerobiose.Vibrios 
produzem colonias hemoliticas e sao oxidase-positivos, ca¬ 
racteristicas uteis para a triagem inicial das colonias em agar 
sangue de carneiro. Em areas endemicas, pode ser utilizado 
o meio de TCBS ( Tiosulfato, Citrato, Bile e Sacarose). Nesse 
meio, V. cholerae e V. alginolyticus formam colonias amarelas 
apos 24 horas de incubagao devido a fermenta^ao da saca¬ 
rose. V. parahaemolyticus e V. vulnificus, que nao fermentam a 
sacarose, formam colonias azul-esverdeadas. Amostras fecais 
de pacientes convalescentes podem apresentar baixa quanti¬ 
dade de vibrios. Neste caso, a inoculagao da amostra em agua 
peptonada alcalina (1% peptona, 1% NaCl, pH 8,6) por 12 
a 18 horas, seguido de subcultivo em agar TCBS, pode au- 
mentar as chances de isolamento dos vibrios. A identificagao 
defmitiva deve ser realizada atraves de sorologia ( V. cholerae) e 
testes bioquimicos diversos (outros vibrios). 

Aeromonas pode ser facilmente isolada de fezes nos 
meios de culturas tradicionais, como o agar sangue de car¬ 
neiro (ASC) e o McConkey. Aeromonas produzem hemoli- 
se ao redor das colonias em ASC. O teste da oxidase e util 
para distinguir entre as colonias de Aeromonas (positiva) e 
enterobacterias (negativa). Pseudomonas aeruginosa tambem e 
oxidase- positiva, mas nao fermenta glicose. Para aumentar a 
seletividade, pode-se utilizar o ASC adicionado de ampicilina 
(10 mg/L). O meio de CIN, originalmente descrito para o 
isolamento de Yersinia enterocolitica, tambem suporta o cresci- 
mento de Aeromonas. Nos casos de necessidade de meios de 
enriquecimento, pode-se utilizar agua peptonada alcalina. A 
identificagao defmitiva das especies de Aeromonas e obtida 
atraves de series bioquimicas tradicionais ou em equipamen- 
tos de identifica^ao bacteriana automatizados. 

P. shigelloides e um bacilo Gram-negativo, movel e fer- 
mentador de diversos agucares. Cresce em ASC e McCon¬ 
key, onde forma colonias lactose-negativas, que podem ser 
confundidas com Shigella spp. Sao oxidase- positivas, porem, 
diferentemente de Aeromonas, nao produzem colonias com 
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zona de hemolise em ASC. O meio de ASC com ampicilina 
nao e adequado para o isolamento de P. shigelloides. A con- 
firmagao da identifica^ao e obtida por uma bateria de testes 
bioquimicos manuais ou automatizados. 

Campylobacter jejuni e C. coli nao crescem nos meios tra- 
dicionalmente usados em bacteriologia, como o ASC e o 
McConkey. O isolamento dessas especies depende de tres 
fatores: 1) meios de cultivos especiais; 2) atmosfera adequada; 
e 3) temperatura de incubagao adequada. C. jejuni e C. coli 
crescem a 35 °C e toleram temperaturas de 42 °C. Bacterias 
da flora normal em geral nao toleram temperaturas elevadas 
e a incuba^ao das culturas a 42 °C aumenta a seletividade do 
meio de cultivo, porem exige a incubagao em estufas dedica- 
das ao isolamento de Campylobacter. 

Diversos meios de cultivo foram idealizados para o isola¬ 
mento de Campylobacter. Os mais conhecidos sao os de Butz- 
ler e o Skirrow, a base de sangue e adigao de antibioticos, e 
o charcoal-based selective medium (CSM), um meio sem sangue, 
a base de carvao ativado e suplementado com hematina e 
piruvato de sodio mais antibioticos. E possivel a utiliza^ao de 
membranas filtrantes para auxiliar o isolamento de Campy¬ 
lobacter spp. de amostras clinicas (fezes) ou ambientais (agua, 
esgoto etc.). A tecnica consiste em colocar uma membrana 
filtrante de nitrocelulose sobre a superficie da placa do meio 
de cultivo apropriado e espalhar sobre a superficie da mem¬ 
brana filtrante uma suspensao de fezes (em solugao fisiologi- 
ca). Apos incuba^ao por uma hora, a 37 °C, a membrana e 
retirada e a placa e colocada em uma jarra com a atmosfera 
adequada (ver a seguir), adequada e reincubada por 24 a 48 
horas na mesma temperatura. A membrana deve ter poros de 
0,45 pm (alternativamente 0,6 pm). Campylobacter spp. passa 
atraves desses poros e chega a superficie do meio de cultivo, 
enquanto outros microrganismos presentes na amostra ficam 
retidos na superficie do filtro. 

A atmosfera ideal para o isolamento de C. jejuni e C. coli 
contem 5% de oxigenio, 10% de C0 2 e 85% de nitrogenio. 
O uso da jarra com vela acesa nao e recomendado, pois o 
nivel de oxigenio residual e da ordem de 12% a 17%, consi- 
derado alto para o crescimento desses microrganismos. Exis- 
tem disponiveis comercialmente sistemas capazes de gerar a 
atmosfera ideal para a incuba^ao de culturas de Campylobac¬ 
ter ; baseados na gera^ao e no consumo de gases atmosferi- 
cos atraves de reagoes quimicas, sendo normalmente ativados 
pela adigao de agua e colocados no interior de um recipiente 
hermeticamente fechado, onde sao colocadas as placas com 
os meios de cultivo inoculados com fezes. As culturas devem 
ser incubadas por 48 horas, a 42 °C, antes de serem abertas 
para a inspe^ao. 

O aparecimento de colonias cinza, planas, irregulares e 
com tendencia a crescer de forma confluente e um indica- 
tivo do crescimento de Campylobacter. Oxidase e catalase sao 
positivas para esses microrganismos e uma coloragao de Gram 
pode distinguir entre Campylobacter - bacilos Gram-negativos 
curvos, espiralados, ou em forma de “S” - de outros bacilos 
Gram-negativos, oxidase-negativa como Pseudomonas. C. jejuni 
hidrolisa o hipurato enquanto a especie C. coli nao utiliza esse 


substrato. A separagao dessas duas especies pela sensibilidade ao 
acido nalidixico nao e mais indicada devido ao aumento da 
prevalencia de cep as resistentes as fluoroquinolonas. 

C. difficile pode ser isolado das fezes de individuos assin- 
tomaticos, portanto o cultivo nao e considerado um metodo 
adequado para o diagnostico das infec^oes gastrointestinais por 
esse microrganismo e nao sera abordada neste capitulo. Entre- 
tanto, a cultura pode ser util para estudos de tipagem molecular 
e determinagao do perfil de suscetibilidade do microrganismo. 
As toxinasTcdA eTcdB podem ser detectadas diretamente nas 
fezes por metodos imunologicos, porem a sensibilidade e espe- 
cificidade dos imunoensaios e considerada baixa (45% a 95% e 
75% a 100%, respectivamente). Por este motivo, o teste deve ser 
repetido se for negativo para um paciente com forte suspeita 
clinica de infec^ao por C. difficile. Idealmente, o metodo deve 
ser capaz de detectar ambas as toxinas, embora se saiba que a 
sensibilidade para a detec^ao daTcdB e inferior a daTcdA. Isso 
pode representar um problema, pois algumas cepas epidemicas 
produzem apenas TcdB, sendo igualmente patogenicas. Re- 
centemente, se tern observado aumento no interesse por me¬ 
todos moleculares (PCR) para a detec^ao dos genes tcdA/tcdB. 
Um resultado negativo nesses testes normalmente descarta a 
possibilidade de infecgao por C. difficile> entretanto, um resul¬ 
tado positivo deve ser avaliado com cautela, visto que existem, 
tambem, portadores sadios dessas cepas. Devido a possibilidade 
de resultados falso-negativos por problemas inerentes aos me¬ 
todos moleculares (inibigao), todos os testes devem tambem ser 
capazes de detectar algum gene comum ( housekeeping gene) a 
todas as cepas de C. difficile. Um resultado positivo para o gene 
comum e negativo para genes das toxinas indica a presenga de 
cepa nao toxigenica. 
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■ INTRODUgAO 

Muitos sao os motivos que dificultam o diagnostico das 
doen^as sexualmente transmissiveis (DSTs). Alguns pacientes 
nao procuram atendimento medico pela obrigatoriedade da 
comunica^ao de parceiros. Outros se automedicam, compli- 
cando ainda mais o diagnostico. Tem sido possivel observar 
casos em que ocorrem multiplos parceiros, o que torna o 
quadro mais complicado ainda. A equipe de saude tem ob- 
servado a mudanga de contexto das DSTs. O ressurgimento 
da sifilis e da blenorragia e inquestionavel. Embora existam 
inumeras campanhas visando a utilizagao de preservativos e a 
distribuigao gratuita seja uma realidade, tem sido possivel ve- 
rificar que determinados grupos de pacientes, como os mais 
jovens e os mais idosos, nao tem aderido ao apelo da utiliza- 
£ao do preservative. O sucesso no tratamento da AIDS parece 
justificar tal tendencia. 

As infec^oes do trato genital estao associadas a varias sin- 
dromes clinicas, dentre elas: vulvovaginite, vaginose bacteriana, 
cervicite, endometrite, salpingite e abscesso ovariano em mu- 
lheres. Em homens, temos epididimite e prostatite. A uretrite e 
as ulceras genitais podem acometer ambos os sexos. A maioria 
das situagoes clinicas e transmitida sexualmente, entretanto, al- 
gumas infec^oes nao sao disseminadas desta forma, como e o 
caso das vaginoses bacterianas e da candidiase (Tabela 34.1). 

As doengas sexualmente transmissiveis (DSTs) podem ter 
longos periodos assintomaticos, e a diferenciagao entre infec- 
goes urogenitais nao sexualmente transmissiveis (Tabela 34.2) 
e as DSTs nao e, muitas vezes, clara, uma vez que os sintomas 
nao sao especificos e asinfeegoes mistas sao bastante comuns. 
Por defmigao, as DSTs sao transmitidas por intercurso sexual, 
mas tambem podem ser transmitidas indiretamente pelas maos, 
por objetos sexuais ou pela mucosa, durante o sexo oral. Con- 
vem citar que algumas infec^oes nao normalmente conside- 
radas DSTs podem ser transmitidas pelo ato sexual, quando e 
comum o sangramento, como no caso das hepatites virais. 

As DSTs sao consideradas mundialmente um dos pro- 
blemas de saude mais comuns e, embora se desconhe^a sua 
real magnitude, estima-se que nos paises em desenvolvimento 
constituam uma das cinco causas mais frequentes de busca 
por atendimento medico.A repercussao das sequelas em am¬ 


bos os sexos, a rela^ao com o aumento da morbidade e da 
mortalidade materna e infantil, o papel facilitador da trans- 
missao sexual do virus da imunodeficiencia humana (HIV) e 
do cancer genital estao amplamente documentadas, eviden- 
ciando a relevancia das doengas. 

A epidemiologia mundial das DSTs acha-se em constan- 
te transforma^ao e, como exemplo, pode-se citar o aumento 
na incidencia de sifilis, com inicio no ano 2000, e a epi- 
demia europeia de linfogranuloma venereo retal (LGV) em 
homens que fazem sexo com homens, comegando em 2003, 
na Holanda. A infeegao por Chlamydia trachomatis e endemica 
na Europa e afeta principalmente os jovens, com pico de pre- 
Valencia em mulheres de 15 a 25 anos de idade e em homens 
de 20 a 30 anos de idade. 

No Brasil, uma pesquisa publicada em 2008 investigou 
a prevalencia de DSTs em pessoas sexualmente ativas de seis 
capitals, divididas em tres subpopulagoes: gestantes, homens 
trabalhadores de pequenas industrias (supostamente assinto¬ 
maticos) e pessoas de ambos os sexos que procuraram aten¬ 
dimento medico em clinicas de DST Os micro-organismos 
pesquisados, as amostras clinicas analisadas e os testes labo- 
ratoriais utilizados no estudo constam da Tabela 34.3. A pre¬ 
valencia das DSTs nas diferentes populates e apresentada na 
Tabela 34.4. Os resultados da pesquisa revelaram, para cada 
subpopula^ao estudada: 

1. Do total de gestantes incluidas no estudo, 11% 
(365/3.303) apresentavam uma infec^ao bacteriana; 
37% (1.224/3.303) apresentavam uma infeegao viral e 
42% (1.288/3.303) apresentavam pelo menos uma das 
DSTs analisadas. Conforme os padroes estabelecidos 
pela Organizagao Mundial da Saude (OMS), as DSTs 
representam um agravo importante de morbidade para 
as gestantes, ja que a taxa de prevalencia de sifilis nessa 
populagao e maior que 1%, a prevalencia de DSTs nao 
curaveis (virais) e maior que 5% e a prevalencia de DSTs 
curaveis nas adolescentes ultrapassa 10%. 

2. Do total de homens trabalhadores de industrias, 5,2% 
(145/2.814) apresentavam uma DST curavel (bacteria¬ 
na), ainda que no grupo nao tenha sido pesquisada a 
tricomoniase. 
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Tabela 34.1 Principals microrganismos responsaveis por doengas sexualmente transmissfveis e contexto clmico. 

Microrganismo 

Smdromes clinicas 
associadas 

Doenga 

assintomatica 

Complicagoes 

tardias 

Transmissao 
vertical 
(mae p/filho) 

Neisseria 

gonorrhoeae b 

Uretrite e/ou cervicite 

Infecgao pelvica 

Proctite 

Infecgao disseminada (artrite, 
lesoes cutaneas, sepse) 

Ate 10% em homens 
Ate 50% em mulheres 
Portadores faringeanos 
e reta is 

Infertilidade 

tubaria 

Gravidez ectopica 
Dor pelvica cronica 
Estenose uretral 

Conjuntivite 
perinatal ( ophtalmia 
neonatorum) 

Chlamydia 

trachomatis b 

Uretrite, cervicite 

Doenga inflamatoria pelvica 
Sindrome de Fitz-Hugh-Curtis 
(peri-hepatite) 

Proctite 

LGV - (genotipo L) 

Artrite reativa adquirida 
sexualmente (SARA) 

Sindrome de Reiter (artrite 
reativa + conjuntivite + uretrite) 

> 50% 

Portadores faringeanos 
e reta is 

Infertilidade 

tubaria 

Gravidez ectopica 
Dor pelvica cronica 

Conjuntivite 

Pneumonia 

Parto prematuro 

Treponema 

pallidum b 

Sifilis primaria 
(cancro duro) 

Sifilis secundaria 

Sifilis terciaria 

Cancro indolor com 
remissao espontanea 
(primaria) 

Neurologicas 

Cardiacas 

Osseas 

Aborto espontaneo 
Sifilis congenita 

Haemophilus 

ducreyi b 

Cancroide 
(cancro mole) 

Nao descrita 

Fimose 

Deformidade 
(perda de 
substancia) 

Nao descrita 

Mycoplasma 

genitalium b 

Uretrite masculina aguda, 
cronica ou recorrente 

Cervicite 

Infecgao pelvica subaguda 

> 30% em homens 

> 70% em mulheres 

Infertilidade 

tubaria 

(evidencia indireta 
por sorologia) 

Nao descrita 

Klebsiella 

granulomatis b 

Donovanose 
(granuloma inguinal) 

Nao descrita 

Obstrugao linfatica 
(pseudobuboes 
inguinais 
no homem; 
elefantiase genital 
na mulher) 

Nao descrita 

Trichomonas 
vaginalis p 

Vaginite e/ou uretrite 

Ate 25% em mulheres 
90% em homens 

Raras 

Risco de parto 
prematuro e infecgao 
do neonato 

Herpes simplex 
(tipos 1 e 2) v 

Ulceras recorrentes 

Frequente 

Neuralgia na area 
afetada 

Herpes neonatal 
(infecgao sistemica) 

Virus da 

imunodefici-encia 
humana (HIV) V 

Infecgao primaria 

Ausencia de sintomas genitais 
locais 

Fase de latencia 
media de 9 anos 
sem tratamento 

Aids 

Principalmente 

perinatal 

Virus da hepatite B 
(HBV) V 

Ausencia de sintomas genitais 
locais 

Hepatite icterica aguda em 

10% dos casos 

Fulminante em 0,1 % 

Portadores 

assintomaticos 

Hepatite cronica 
Cirrose hepatica 
Cancer hepatico 

Principalmente 

perinatal 


b = bacteria; p = protozoario; v = virus. 

Fonte: Adaptada de Barbeyrac e Skov-Jensen, 2012. 


386 


Parte 7 






Culturas de Amostras Genitais 


Tabela 34.2 Principals microrganismos responsaveis por infecgoes urogenitais (nao sexualmente transmissiveis) e seu con- 
texto clinico. 


Microrganismo 

Sintomas em 
mulheres 

Sintomas em homens 

Complicagoes 

tardias 

Transmissao vertical 

Mycoplasma hominis 

Associado com 
vaginose, mas 
nao e uma causa 

Ausentes 

Infecgao do trato 
superior em 
mulheres (sugerido) 

Casos raros de 
meningite em 
neonatos de baixo 
peso associados com 
corioamnionite 

Urea pi asm a spp. 

Sindrome uretral 
(sugerido) 

Uretrite quando 
presente em grandes 
quantidades, mas 
o isolamento nao e 
preditivo de doenga 

Nao associado 

Casos raros de 
meningite em neonatos 
de baixo peso; infecgao 
intrauterina associada 
com parto prematuro 

Vaginose bacteriana 

(ausencia de lactobacilos; 
supercrescimento de 
microbiota anaerobia 
mista) 

Corrimento 

vaginal 

(fetid o) 

Uretrite em parceiros 
masculinos 

(sugerido) 

Desconhecidas 

Aborto espontaneo; 
parto prematuro; 
doenga inflamatoria 
pelvica pos-aborto 
induzido e cirurgia 
vaginal 

Streptococcus spp. e 
Staphylococcus spp. 

Vaginite 


Nao documentadas 

Streptococcus 
agalactiae: sepse ou 
meningite neonatal 

Candida spp. 

Vulvovaginite 

Balanite 

Candidiase vulvo- 

Nao documentada 


vaginal recorrente 

Fonte: Adaptada de Barbeyrac e Skov-Jensen, 2012. 


3. Os homens e as mulheres que procuraram atendimen- 
to em clinicas de DSTs apresentaram prevalencia de 
51% (1.636/3.210) para todas as DSTs investigadas, 
14,4% (462/3.210) para DSTs bacterianas, e 41,9% 
(1.344/3.210) para as DSTs virais.A prevalencia de DSTs 
sintomaticas e assintomaticas associadas evidenciou alta 
probabilidade de infecgao, mesmo que nao tenham sido 
incluidas no estudo todas as DSTs. 

4. As maiores taxas de infecgao gonococica e por clamidia 
foram encontradas na populagao mais jovem, entretanto, 
em relagao a sifilis, ao HIV e ao HBV, foram observados 
em pessoas com idade mais elevada. 

5. A prevalencia de HPV e elevada em ambos os sexos, 
porem, nos homens predominam os tipos de medio ou 
baixo risco, enquanto nas mulheres predominam os tipos 
de alto risco. A infecgao afeta fundamentalmente ado- 
lescentes ejovens, sugerindo que se estabelega em tenra 
idade, no inicio da pratica sexual. 


Outra pesquisa divulgada pelo Ministerio da Saude em 
2009 mostrou que 10,3 milhoes de brasileiros ja tinham apre- 
sentado algum sinal ou sintoma de DST, em um total de 6,6 
milhoes de homens e 3,7 milhoes de mulheres. Segundo a 
instituigao, 18% dos homens e 11,4% das mulheres nao pro- 
curavam tratamento de qualquer tipo. As complicagoes dessas 
doengas aumentaram em 18 vezes o risco de infecgao pelo 
virus HIV. 

Segundo a OMS, dentre as mulheres infectadas por Neis¬ 
seria gonorrhoeae e/ou clamidia nao tratadas, 10% a 40% de- 
senvolvem doenga inflamatoria pelvica (DIP); destas, mais de 
25% se tornarao inferteis. Dados de paises desenvolvidos in¬ 
dicam que mulheres que tiveram DIP tern probabilidade 6 a 
10 vezes maior de desenvolver gravidez ectopica. Nos paises 
em desenvolvimento, a gravidez ectopica contribui com mais 
de 15% das mortes maternas. Aborto espontaneo, baixo peso 
ao nascer, infecgao congenita e perinatal sao comorbidades 
associadas as DSTs nao tratadas em gestantes. Entre homens, 
as infecgoes por clamidia tambem podem causar infertilidade. 
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Fonte: BRASIL Ministerio da Saude, 2008. 


Tabela 34.4 Prevalencia de DST em diferentes grupos populacionais de seis capitals brasileiras, pesquisa de 2005. 


DST 

Gestantes 

Homens trabalhadores 
de industrias 

Mulheres que procuraram 
atendimento 

Homens que procuraram 
atendimento 

Sifilis 

2,6 

1,9 

3,4 

3,3 

Gonorreia 

1,5 

0,9 

3,3 

18,5 

Clamidia 

9,4 

3,4 

7,3 

13,1 

HIV 

0,5 

- 

0,6 

1,7 

HBV 

0,9 

0,9 

0,7 

1,6 

HPV 

40,4 

- 

44,7 

32,6 


Fonte: BRASIL Ministerio da Saude, 2008. 


■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS 
INFECgOES GENITAIS 

Os testes mais utilizados nos laboratories clinicos para o 
diagnostico etiologico das infeegoes genitais estao listados na 
Tabela 34.5. 


A maioria das amostras genitais recebidas no laboratorio de 
microbiologia e contaminada com micro-organismos da micro¬ 
biota da pele e mucosas, entretanto, patogenos como Haemo¬ 
philus ducreyi, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis ■ Treponema 
pallidum e Chlamydia trachomatis sao sempre significativos. Outros 
micro-organismos serao considerados patogenicos somente em 
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Tabela 34.5 Infec^oes genitais, principais agentes etiologicos e diagnostico laboratorial. 

Infecgao 

Agentes 

Diagnostico laboratorial 

Sifilis (cancro duro) 

Treponema pallidum 

Pesquisa direta 
(campo escuro, PCR) 

Sifilis secundaria 

Treponema pallidum 

Testes sorologicos 
(RPR e ELISA) 

Cancro mole 

Haemophilus ducreyi 

Bacterioscopia, PCR 

Donovanose 

Klebsiella granulomatis 

Biopsia 

Linfogranuloma venereo 
(LGV) 

Chlamydia trachomatis 

Clinico, PCR 

Herpes 

Virus Herpes simplex 

Clinico, PCR 

Uretrite e cervicite 

Neisseria gonorrhoeae 

Bacterioscopia e cultura 


Chlamydia trachomatis 

PCR 

Vulvovaginite 

Neisseria gonorrhoeae 

Bacterioscopia e cultura 


Chlamydia trachomatis 

PCR 


Candida albicans 

Exame direto 


Trichomonas vaginalis 

Exame direto 

Vaginose bacteriana 

Supercrescimento da microbiota anormal + 
microbiota anaerobia + Gardnerella vaginalis 

Bacterioscopia 

Teste de Whiff 

Endometrite 

Enterobacterlaceae 

Estreptococos A e B 

Enterococos 

Microbiota mista anaerobia 

Bacterioscopia e cultura 

Salpingite 

Neisseria gonorrhoeae 

Bacterioscopia e cultura 


Chlamydia trachomatis 

PCR 


Microbiota mista aerobia e anaerobia 


Abscesso pelvico 

Microbiota mista aerobia e anaerobia 

Bacterioscopia e cultura 

Epididimite 

Neisseria gonorrhoeae 

Enterobacterlaceae 

Pseudomonas aeruginosa 

Cocos Gram-positivos 

Bacterioscopia e cultura 


Chlamydia trachomatis 

PCR 

Verrugas genitais 
(condiloma) 

Papilomavirus humano 

Clinico, biopsia 


Fonte: Adaptada de Baron e Thomson, 2011. 
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determinadas situacoes clinicas, dentre eles: micoplasmas, urea- 
plasmas, Staphylococcus aureus, estreptococos p-hemoliticos, ente- 
robacterias e bacterias anaerobias. 

As culturas de amostras genitais nao sao muitas solicitadas 
pelos clinicos, devido a maioria das manifestagoes clinicas se- 
rem bastante sugestivas. A baixa sensibilidade de alguns testes 
diagnosticos, assim como a possibilidade de uma abordagem 
terapeutica sindromica, sao fatores que contribuem para a 
nao licitagao da cultura em algumas situagoes. O microbio- 
logista, ao interpretar uma cultura de amostra genital, devera 
considerar o tipo de amostra, a microscopia direta do material 
pela coloragao de Gram e a quantidade relativa do potencial 
patogeno em relagao ao crescimento da microbiota normal. 
Isso ajuda a determinar quais isolados serao identificados e 
testados quanto a suscetibilidade a antimicrobianos. 

Em resumo, os isolados de amostras presumidamente es- 
tereis (abscessos fechados) e patogenos isolados em cultura 
pura ou predominantes em amostras contendo microbiota e 
polimorfonucleares deveriam ser identificados e realizado o 
antibiograma quando aplicavel. Bacterias anaerobias em cul¬ 
turas mistas nao requerem identificagao individual, na maio¬ 
ria dos casos. Deve-se evitar a pratica de “identificar tudo que 
for encontrado” em todas as amostras, pois o relato desne- 
cessario de micro-organismos, alem do custo excessivo, pode 
contribuir para o tratamento inadequado dos pacientes. 

A qualidade das amostras afeta a qualidade dos resulta- 
dos e a informagao clinica influencia a interpretagao; assim, 
uma comunicagao adequada entre o laboratorio e o clinico 
e essencial. A seguir, algumas consideragoes sobre amostras 
genitais destinadas ao diagnostico microbiologico: 

■ Amostra uretral: deve ser sempre obtida de uma a tres 
horas apos a ultima micgao, e sempre antes da coleta do 
primeiro jato urinario. 

■ Amostras vaginais e endocervicais: apos a colocagao 
do especulo lubrificado com solugao salina e limpeza 
do excesso de muco cervical, um swab deve ser inserido 
apenas 0,5 cm dentro do canal cervical e esfregado sobre 
uma lamina; o mesmo swab pode ser colocado em segui- 
da em meio de transporte para cultura de N. gonorrhoeae. 
Um segundo swab e inserido de 0,5 a 1,0 cm no canal e 
mantido no local por 10 segundos e rodado 2 vezes para 
as tecnicas de amplificagao de acidos nucleicos (TAAN) 
para C. trachomatis, N. gonorrhoeae e/ou micoplasmas e 
ureaplasmas. A secregao do fornix vaginal posterior e 
coletada com swab ou alga para pesquisa de vaginose 
bacteriana, tricomoniase e candidiase por microscopia e 
teste de Whiff 

■ Amostras de ulceras: sao obtidas do centro da lesao 
(fluido seroso), para pesquisa de treponemas; dos bordos 
(pus), para pesquisa de H. ducreyi, e da base da lesao (ce- 
lulas), para pesquisa de C. trachomatis (LGV) e do virus 
do herpes simplex. 

■ Amostras especfficas de gestantes: para pesquisa de 
portadoras de estreptococos do grupo B (S. agalactiae), 
um swab e introduzido no tergo inferior da vagina entre 


a 34 a e a 35 a semanas de gestagao; o mesmo swab e intro- 
duzido no canal retal e colocado em meio seletivo. 

■ Amostras especfficas de homens: em caso de epidi- 
dimite ou prostatite, a secregao uretral (quando presente) 
ou o primeiro jato urinario devem ser coletados para 
pesquisa de clamidia, gonococos e micoplasmas; a cultu¬ 
ra de semen ou fluido prostatico obtidos apos massagem 
prostatica nao fornece resultados confiaveis. 

■ Amostras de orofaringe e retais: devido a epidemia 
europeia de LGV retal entre HSH (homens que fazem 
sexo com homens), caracterizado por proctite ulcerati- 
va com secregao purulenta ou hemorragica, simulando 
doenga inflamatoria intestinal ou carcinoma retal, reco- 
menda-se atualmente que todos os HSH com proctite 
sejam examinados por testes de amplificagao de acidos 
nucleicos (TAAN) para clamidia. A prevalencia de LGV 
em HSH foi determinada por um estudo multicentrico 
realizado na Alemanha que encontrou altas taxas de in- 
fecgao, muitas delas assintomaticas. 

■ Primeiro jato urinario: no caso de uretrite cronica 
ou recorrente, na ausencia de secregao uretral, o pri¬ 
meiro jato de urina da primeira micgao da manha e o 
material de escolha para o diagnostico. 

■ Amostras de vftimas de violencia sexual: no aten- 
dimento a mulheres, que correspondem a maioria dos 
casos, o Programa Nacional de DST/Aids recomenda 
que se coletem amostras de conteudo vaginal para exa- 
me direto a fresco e corado pelo Gram, de endocervice 
e reto para cultura de gonococo e de endocervice para 
pesquisa de clamidia. 

■ DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO POR 
SINDROME 

Sffilis/cancro duro 
Exame direto 

A pesquisa direta do T. pallidum, agente etiologico da 
sifilis, deve ser realizada pela tecnica de campo escuro, uti- 
lizando-se microscopio especifico. A tecnica requer uma 
coleta especifica com debridamento da lesao. A maior difi- 
culdade observada e que a maioria dos laboratories clinicos 
atualmente nao possui o microscopio com o condensador 
adequado tal realizar o procedimento. Outro fator a ser con- 
siderado e a necessidade de realizar a imediata observagao 
microscopica, em um tempo maximo de vinte minutos apos 
a coleta.Variagoes bruscas de temperatura devem ser evitadas. 
Os observadores devem estar familiarizados e ser treinados 
para observar a caracteristica peculiar do movimento do T. 
pallidum. As laminas devem ser observadas por, no minimo, 
10 minutos antes de serem consideradas negativas.A sensibili¬ 
dade maxima da pesquisa e obtida quando e realizada por tres 
dias consecutivos. Uma alternativa seria enviar as amostras 
para um centro especifico que tenha o microscopio adequa¬ 
do com um microbiologista treinado. Amostras obtidas das 
mucosas oral e anal nao sao adequadas para a observagao de 
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espiroquetas pela tecnica de microscopia em campo escuro, 
pois inumeros micro-organismos espiralados da microbiota 
normal oral e anal podem ser confundidos.Tecnicas de imu- 
nofluorescencia direta (IFD) tern sido descritas, permitindo 
adequada observagao dos espiroquetas, no entanto, a acessibi- 
lidade aos kits tern sido dificil. 

Cultura 

O Treponema pallidum nao pode ser cultivado em labo¬ 
ratories clinic os pelas dificuldades operacionais do cultivo. 
Muitos laboratories nao possuem microscopio com conden- 
sador de campo escuro; assim sendo, o diagnostico laborato- 
rial da sifilis acaba sendo realizado por metodos sorologicos. 
Tais testes sao baseados em metodologias nao treponemicas 
(VDRL, RPR, USR e TRUST, entre outras) e metodolo¬ 
gias treponemicas como imunoenzimoensaio (ELISA/EIA); 
ensaio imunologico com quimioluminescencia (EQL);imu- 
nofluorescencia indireta (FTA-Abs); aglutinagao e hema- 
glutinagao (TPPA,TPHA e MHATP); imunocromatografia 
teste rapido e Western Blot (WB). A metodologia sorologica 
acha-se bem estabelecida e padronizada pelo Ministerio da 
Saude pela Portaria n a 3.242/2011. 

Cancro mole 
Exame direto 

A pesquisa direta do H. drucreyi e realizada pela coloragao 
de Gram. Na grande maioria das DSTs, e util a realizagao do 
metodo de Gram. Trata-se de uma tecnica disponivel, rapida 
e de baixo custo. Os cuidados na coleta sao fundamentais. 
Devem ser utilizadas laminas novas e desengorduradas. Na 
confecgao do esfregago, devem ser observados alguns cuida¬ 
dos. A preparagao deve apresentar uma fina espessura. Deve- 
-se evitar espalhar demasiadamente o material, como e rotina 
na Microbiologia, para nao alterar a morfologia tipica dos 
micro-organismos. A coloragao de May-Griinwald-Giemsa 
tambem pode ser empregada. O aspecto tipico do H. drucreyi 
e de pequenas cadeias de cocobacilos Gram-negativos, com 
tendencia ao paralelismo. A TAAN, como a PCR (reagao em 
cadeia da polimerase) e considerada o padrao-ouro pelo Mi¬ 
nisterio da Saude, embora seja reconhecido o elevado custo 
da prova. Deve ser realizado diagnostico diferencial com sifilis 
(cancro duro). 

Cultura 

As amostras adequadamente obtidas, desde que nao pos- 
sam ser imediatamente inoculadas, devem ser conservadas 
em meio de transporte de Amies ou meio de THIO-hemina, 
contendo L-glutamina e albumina. A maneira mais adequada 
de serem transportadas ou conservadas e na temperatura de 
refrigeragao (4 °C a 8°C). Deve ser utilizado um meio de 
cultura seletivo. Acham-se disponiveis: Agar Base GC adi- 
cionado de Suplemento VX, 5% de soro fetal bovino, 1% de 
hemoglobina, e 3 |ig de vancomicina/mL. Outra opgao e 
utilizar Agar Chocolate com 5% de sangue de cavalo, Suple¬ 


mento VX 1% e 3 pg de vancomicina/mL. Incubar as placas 
em atmosfera de 5% de CO 0 , de 33 °C a 34 °C. Observar o 
crescimento apos 48 horas de incubagao. Nao descartar antes 
de cinco dias.As colonias apos incubagao de dois dias apre- 
sentam-se com 2 mm de diametro e, quando tocadas com a 
alga bacteriologica, se desprendem com facilidade. Sao cata¬ 
lases negativas e nao crescem em Agar MacConkey. Apresen- 
tam a prova de oxidase positiva apos 15 a 20 segundos. Podem 
ser utilizadas provas adicionais como a suscetibilidade a SPS, a 
prova de dispersao celular com Tween 80 e a prova da alanina. 

Linfogranuloma Venereo (LGV) 

Exame direto 

Nao se aplica. AsTAANs acham-se preconizadas. As tec- 
nicas de imunofluorescencia nao sao indicadas porque rea- 
gem com anticorpos contra todas as infeegoes por clamidia, 
ocorrendo assim reagao cruzada com uretrite, cervicite, con- 
juntivite, psitacose e tracoma. 

Cultura 

Nao 6 realizada no lab oratorio de analises clinicas. O 
diagnostico e clinico. O LGV e causado por diferentes soro- 
tipos de C. thachomatis, LI, L2 e L3, diferentes dos sorotipos 
envolvidos em uretrites nao gonococicas (UNG). 

Donovanose (granuloma inguinal ou granuloma 
venereo) 

Exame direto 

Utiliza-se o material dos bordos da ulcera obtido por 
biopsia. O micro-organismo causador, o Klebsiella granuloma- 
tis, e mais bem evidenciado em celulas mononucleares e sao 
denominados corpusculos de Donovan. Pode-se utilizar a co- 
loragao de Whrigt ou Giemsa. Apresentam-se como bacilos 
agrupados intracelulares. 

Cultura 

Nao se aplica. O micro-organismo apresenta muita difi- 
culdade de se desenvolver em meios artificiais. 

Corrimento uretral 
Exame direto 

A uretrite e diagnosticada pela presenga de cinco ou mais 
leucocitos polimorfonucleares (PMN) por campo de maior 
aumento (1.000X), observados em, pelo menos, quatro cam- 
pos de observagao. No sedimento do primeiro jato de urina 
considera-se pelo menos 10 PMN em 400 X de aumento. O 
material obtido de maneira adequada deve ser corado pelo 
Gram, visando a observagao de diplococos Gram-negativos 
(DGN) intra e/ou extracelulares. No corrimento uretral, o 
micro-organismo mais comum e o N gonorrhoeae. A observa¬ 
gao de DGN em pacientes masculinos sintomaticos apresenta 
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sensibilidade de 98% e especificidade de 100%. A visualiza- 
£ao bacterioscopica de DGN em pacientes do sexo feminino 
apresenta baixa sensibilidade e especificidade pela presenga de 
microbiota variada, muitas vezes composta por diplococos ou 
diplobacilos Gram-negativos como Moraxella sipip.,Acinetobac- 
ter spp. e anaerobios. Existem testes imunologicos e TAAN 
para pesquisa de N. gonorrhoeae disponiveis comercialmente. 

Cuitura 

O material coletado de maneira adequada deve ser ime- 
diatamente semeado no meio de cuitura, indicado ou ino- 
culado no meio de Transporte de Stuart, Amies ou similar. 
Recomendam-se meios enriquecidos com variados fatores 
de crescimento. O Meio de Thayer Martin pode ser utili- 
zado, assim como o de Agar Chocolate suplementado com 
suplemento VX ou similar, acrescido de inibidores de con- 
taminantes. Os mais utilizados contem vancomicina, colis- 
tina, nistatina e trimetoprim (VCNT), em concentrates 
padronizadas, e podem ser obtidos comercialmente. As pla- 
cas retiradas da geladeira, antes da utilizagao, devem ficar 
em temperatura ambiente por tempo adequado para atingir 
temperatura adequada. Incuba-se por ate 48 horas a 35 °C a 
36 °C. Recomenda-se uma atmosfera de 3% a 10% de CO. A 
umidade recomendada e de 70% a 80%. As colonias devem 
ser observadas a partir das 24 horas. Recomenda-se realizar a 
prova da oxidase e a Colorado de Gram. Uma colonia peque- 
na e translucida que ao Gram se apresente como DGN e te- 
nha se desenvolvido em um meio seletivo contendo VCNT, 
sendo oxidase positiva, provavelmente e gonococo. 

A identifica^ao defmitiva requer a fermentagao de agu- 
cares em Agar Trypticase Cisteina contendo 1% de glicose, 
maltose, lactose e sacarose. Neisseria gonorrhoeae fermenta ape- 
nas a glicose. Os meios nao devem ser incubados em CO r A 
leitura e realizada no apice do tubo. Comercialmente, acham- 
-se disponiveis testes rapidos de degradagao de substratos, sis- 
temas rapidos cromogenicos, sistemas de provas bioquimicas 
combinadas e metodos de sonda de DNA. Deve ser verifica- 
do se tais kits possuem registro na ANVISA. Existem disponi- 
veis comercialmente variados metodos imunologicos visando 
a identificagao de Neisseria. No caso da N. gonorrhoeae, nao se 
recomenda rotineiramente a realizagao de testes destinados 
a verificagao da resistencia. Na falha terapeutica, devem ser 
testados ceftriaxona, cefixime, ciprofloxacino e tetraciclina. 

A cuitura para micoplasmas requer meios de transporte 
como SP-4,A3XB ou caldo arginina, entre outros disponiveis 
comercialmente. Sao realizadas diluigoes seriadas do meio 
inoculado. As amostras sao semeadas em meio soli do, como o 
Agar A8 incubado em atmosfera de C0 9 a 36 °C, por ate 96 
horas. Os meios devem ser adicionados de antimicrobianos, 
visando inibir o crescimento microbiano indesejavel. A partir 
do aspecto de delicadas colonias, que variam de 15 a 60 pm, 
no caso de Ureaplasma spp. e de 200 a 300 pm, em se tra- 
tando de Mycoplasma hominis (portanto, invisiveis a olho nu), 
e realizada a provavel identificagao. Diversos kits comerciais 
estao disponiveis para cultivo, quantificagao e identificagao de 


micoplasmas e ureaplasmas. Alguns permitem a verificagao da 
resistencia a antimicrobianos. Deve ser realizada urocultura 
para afastar o diagnostico de infec^ao do trato urinario. 

Uretrite Nao Gonococica (UNG) 

Na ausencia de gonococos, deve ser pesquisada C. tracho¬ 
matis por TAAN. Os testes de imunofluorescencia direta e ELI¬ 
SA apresentam baixa especificidade. A metade das UNGs nao 
apresenta resultado microbiologico satisfatorio. Ureaplasmas 
podem ser agentes de pequeno numero das uretrites, princi- 
palmente quando o inoculo encontrado e maior que 10.000 
UFC/mL. Duas especies principals acham-se implicadas, 
Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum. A presenca de tais 
micro-organismos ainda e controversa e requer mais estudos. 
A dificuldade de cultivar e quantificar os micoplasmas pode 
explicar e justificar as dificuldades de validagao da presenga do 
micro-organismo. Existem relatos de pesquisas de Micoplasma 
hominis e muitos laboratories rotineiramente relatam tal micro- 
-organismo. Trichomonas vaginalis pode apresentar discreta se- 
cre^ao matinal em pacientes do sexo masculino. 

Corrimento vaginal/cervicite 
Exame direto 

Realiza-se a coloragao de Gram para verificar a presen- 
ga de hi fas, DGN, clue cells (celulas-alvo) e o exame a fres¬ 
co com soro fisiologico, visando a observagao de T. vaginalis, 
utilizando-se objetivas de pequeno ou medio aumento (10 a 
40x). O teste de aminas (teste de Whiff) e simples, rapido e 
util, sendo muito utilizado no diagnostico laboratorial da va- 
ginose bacteriana. Consiste em colocar uma gota da secregao 
vaginal em uma lamina de microscopia e adicionar uma gota 
de KOH a 10%. Mistura-se e verifica-se o odor desprendido. 
O teste considerado positivo fornece odor semelhante a pei- 
xe. A pesquisa de C. trachomatis deve ser realizada por TAAN, 
disponivel comercialmente. 

Cuitura 

A cuitura para T. vaginalis pode ser valiosa em criangas, 
entretanto, e de dificil execugao. Utiliza-se o meio de Dia¬ 
mond e a incubagao requer condi^oes de anaerobiose. Pode 
ser utilizada nos casos de dificil diagnostico. Nao e realizada 
como rotina no laboratorio clinico. O padrao-ouro para o 
diagnostico e a TAAN, ainda de restrito acesso. A pesquisa 
de C. trachomatis deve ser realizada por TAAN, disponivel co¬ 
mercialmente. A cuitura para gonococos deve ser realizada 
segundo os criterios ja discutidos. 

Vulvovaginite/Vaginose bacteriana/Candidfase/ 
Tricomoniase 

Exame direto 

A coloragao de Gram pode ser realizada para observagao 
de leveduras, embora a pesquisa a fresco direta com KOH a 
10% seja mais adequada e apresente maior sensibilidade. Pode 
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ser utilizado no exame a fresco, com microscopio com con- 
traste de fase. A observagao de T. vaginalis pode ser realizada 
com soro fisiologico. Em pacientes do sexo feminino, a sen- 
sibilidade do metodo e adequada, mas, nos pacientes mascu- 
linos, a sensibilidade e baixa. A coloragao de Gram permite 
ao observador treinado a visualizagao do parasita flagelado, 
principalmente quando o esfregago e realizado de maneira 
adequada, sem alterar demasiadamente a morfologia do micro- 
-organismo. A coloragao de Gram permite a observagao das 
clue cells, celulas contendo grande quantidade de bacilos Gram- 
-negativos (BGN) curtos, caracteristicas de Gardnerella vaginalis. 
A coloragao de Gram permite quantificar a microbiota vaginal 
e o equilibrio. Permite, ainda, estabelecer o escore de Nugent 
(Tabela 34.6). A microbiota normal apresenta escore de 0 a 
3, na maioria lactobacilos. Microbiota intermediaria apresenta 
escore de 4 a 6, traduzidos por poucos lactobacilos e presenga 
de variados morfotipos. Na vaginose bacteriana, o escore ob- 
servado e de 7 a 10, demostrando a ausencia de lactobacilos e 
a presenga de outros morfotipos microbianos. 

Cultura 

A cultura nao contribui para o diagnostico laboratorial da 
vaginose, na maioria das vezes podendo ser utilizada em skua- 
goes especiais de pesquisa, como na necessidade de conhecer a 
especie e o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos. Apre¬ 
senta aplicagao quando e observada dificuldade no tratamento 
e nas candidiases de repetigao. O cultivo nao fornece dificulda¬ 
de pelas caracteristicas nutricionais e de desenvolvimento favo- 
raveis do micro-organismo. Os meios de cultura normalmente 
utilizados para fungos funcionam bem para o patogeno. 

Doenqa inflamatoria pelvica (utero, tubos 
ovarianos e cavidade pelvica) 

Exame direto 

Dentre os agentes implicados na doenga inflamatoria 
pelvica (DIP), destacam-se as neisserias, clamidias, micoplas- 
mas, ureaplasmas, anaerobios e estreptococos P-hemoliticos. 


Apenas para neisserias e util a pesquisa direta pelo Gram. 
Como deve ser realizado o diagnostico diferencial de ITU, 
o exame da gota de urina nao centrifugada (GUNC) pode 
representar papel relevante. 

Cultura 

A cultura aplica-se para a pesquisa de N gonorrhoeae , 
Streptococcus pyogenes, e, em situagoes especiais, determinados 
anaerobios. Igualmente, e preconizada para descartar ITU na 
cultura de urina. No caso, recomenda-se a escolha da alga 
calibrada adequada a partir da observagao inicial da GUNC 
e a realizagao do antibiograma. O cultivo para gonococos 
segue as recomendagoes anteriores.A cultura para S. pyogenes 
nao requer cuidado especial, desde que seja utilizado um agar 
sangue adequado. A identificagao pode ser realizada presun- 
tivamente pelo disco de bacitracina, sendo confirmada por 
sorologia. Cuidados especiais devem ser empregados, desde 
a coleta, o transporte e a semeadura primaria em meios pre- 
-reduzidos, quando da necessidade do isolamento de micro- 
-organismos anaerobios,.A incubagao deve ser na ausencia de 
oxigenio por pelo menos 48 horas, a 36 °C. O procedimento 
nao e rotineiro em laboratories clinicos, sendo realizado em 
laboratories de referenda. Na topografia estudada, bacte- 
rias anaerobias em culturas mistas nao sao representativas, na 
maioria dos casos. 

Pesquisa de estreptococos do grupo B de 
Lancefield (EGB) - S. agalactiae em gestantes 

Exame direto 

Nao tern valor a pesquisa direta pela coloragao de Gram 
pela variada microbiota vaginal. Testes imunologicos rapidos 
para pesquisa de EGB acham-se disponiveis comercialmente. 

Cultura 

O material vaginal ou retal adequadamente coletado e 
inoculado em Caldo Todd-Hewitt (adicionado ou nao de 5% 
de sangue de carneiro desfibrinado) contendo antimicrobia- 


Tabela 34.6 Avaliagao da microbiota vaginal pela coloragao de Gram: escore de Nugent (0 a 10). 


Escore 

Lactobacillus 

(bacilos grandes Gram-positivos) 

Gardnerella 

(bacilos pequenos Gram-variaveis) 

Mobiluncus 

(bacilos Gram-variaveis curvos) 

0 

> 30 

0 

0 

1 

5-30 

< 1 

1-5 

2 

1-4 

1-4 

> 5 

3 

< 1 

5-30 


4 

0 

> 30 



OBS.: A observagao microscopica ocorre em imersao (1.000 X), pelo menos em tres campos. Exemplo da utilizagao do escore: < 1 lactobacilo (3), 25 
morfotipos de Gardnerella (3), >5 bacilos curvados (2) = escore 8 que indica vaginose bacteriana. 

Fonte: Adaptada de Barbeyrac e Skov-Jensen, 2012. 
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nos. Deve-se utilizar gentamicina (8 jag/mL) e acido nalidixi- 
co (15 jag/mL) para inibir a microbiota genital. Igualmente, e 
preconizada a utiliza^ao de colistina (10 pg/mL) juntamente 
com acido nalidixico (15 pg/mL), incubando-se por uma 
noite. Subculturas sao realizadas em agar com sangue de car- 
neiro. As colonias tipicas, p-hemoliticas e catalase negativa 
sao submetidas ao teste de CAMP (identificagao presunti- 
va).Acham-se disponiveis meios seletivos de enriquecimen- 
to acrescidos de cromogenos. Na presenga do EGB, ocorre 
mudanga de cor do meio de cultura apos a incubagao pre¬ 
conizada. Existem kits disponiveis comercialmente, visando 
ao isolamento e a identifica^ao bioquimica de EGB. Reco- 
menda-se a utilizagao de kits para identifica^ao sorologica 
(confirmatoria) de estreptococos hemoliticos. 

Antibiograma 

Nao e recomendavel de rotina. Quando a paciente apre- 
senta episodios de severa alergia as penicilinas, a eritromicina 
e a clindamicina podem ser testadas. Recomenda-se relatar 
apenas o resultado da clindamicina. 

Endometrite, abscesso pelvico e salpingite 
Exame direto 

A coloragao de Gram, desde que realizada por profis- 
sional treinado, fornece informagoes extremamente uteis 
na pesquisa de micro-organismos facultativos e anaerobios 
implicados nos processos descritos. Numerosos micro-or¬ 
ganismos facultativos e anaerobios podem estar implicados: 
Peptostreptococcus, Prevotella spp., alguns Bacteroides spp., en- 
tre os anaerobios. Nos facultativos, destacam-se: G. vaginalis, 
EGB, Enterococos, Escherichia coli, outras enterobacterias e 
Staphylococcus aureus. Micro-organismos nao detectaveis pela 
bacterioscopia, como micoplasmas, ureaplasmas e clamidias, 
podem igualmente estar implicados nos processos infecciosos 
acima, assim, metodos imunologicos e de TAAN podem ser 
uteis na elucidagao do processo infeccioso. 

Cultura 

Recomendam-se as metodologias anteriores expostas 
para pesquisa de facultativos e anaerobios, assim como a rea- 
lizagao do antibiograma no isolamento de micro-organismos 
de mecanismo de resistencia emergente. 
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Cultura de Secregoes doTrato Respiratorio 


Considerando o sitio anatomico em questao, as infec- 
goes de trato respiratorio podem ser divididas em infecgoes 
de trato respiratorio superior e inferior. Elas diferenciam-se 
consideravelmente em termos de gravidade, apresenta^ao e 
manejo da doenga, e agentes etiologicos envolvidos. Por esse 
motivo, serao tratadas separadamente neste capitulo. 

■ INFECgOES DE TRATO RESPIRATORIO 
SUPERIOR 
Introdugao 

As infec^oes do trato respiratorio superior estao entre 
as mais frequentes em criangas e adolescentes, geralmente 
levando a quadros autolimitados, mais comumente associa- 
dos com virus e, muitas vezes, sem receber um diagnostico 
microbiologico mais acurado. Apesar de serem consideradas 
infec^oes triviais, com taxas de mortalidade baixas ou nulas, 
apresentam grande impacto economico, limitando a capaci- 
dade de trabalho e aprendizado. 

Em virtude da etiologia predominantemente viral, es- 
pecialmente nas faringites, usualmente os clinicos dispensam 
a solicitagao de culturas, realizando o diagnostico baseados 
exclusivamente na sintomatologia do paciente. Aliado a este 
fato, a demora no resultado das culturas (variando entre 24 
a 72 horas), induz o inicio da terapeutica antimicrobiana 
empirica, fazendo com que muitos pacientes utilizem an- 
timicrobianos sem evidencia de infecgao bacteriana. Esse 
uso inadequado de antimicrobianos, alem do prejuizo para 
o proprio paciente, pode auxiliar no aumento das taxas de 
resistencia bacteriana. 

Nesse sentido, o papel do laboratorio de microbiologia 
clinica e fundamental para a orientagao terapeutica. Testes 
preliminares como, por exemplo, microscopia corada pelo 
Gram produzem informagoes que, apesar de subjetivas e qua- 
litativas, auxiliam o clinico na tomada de decisao e evitam 
antibioticoterapia desnecessaria. 

Alguns testes rapidos foram desenvolvidos a fim de mi- 
nimizar o problema de tempo, orientando o clinico na real 
necessidade do uso de antimicrobianos para o paciente. 


Otites 

Introdugao 

Ao contrario das outras infec^oes do trato respiratorio 
superior, as otites geralmente sao causadas por bacterias. Sao 
caracterizadas por um processo inflamatorio do ouvido medio 
ou externo, levando a um quadro clinico tipico, com relato de 
dor intensa, exsudato inflamatorio, febre e irritabilidade. Pode 
ocasionar um rompimento de timpano e, em casos mais graves, 
levar a perda total ou parcial da audicao. Estao entre as infec- 
goes mais comuns na infancia, sendo infrequentes em adultos. 
Como as evidencias clinicas sao muito sugestivas, o diagnostico 
etiologico e util para orientar a terapeutica antibacteriana, visto 
que as bacterias isoladas podem apresentar resistencia aos agen¬ 
tes terapeuticos mais comumente utilizados. 

Agentes etiologicos 

As otites externas estao associadas as bacterias que cau- 
sam infecgoes de pele, como Staphylococcus aureus e Propio- 
nibacterium acnes. Em criangas, especialmente naquelas que 
frequentam piscinas, o isolamento de Pseudomonas aeruginosa 
pode ser corriqueiro. Outras bacterias Gram-negativas, como 
Proteus mirabilis, tambem podem estar relacionadas a otite ex¬ 
terna. Os agentes mais comumente isolados das infec^oes de 
ouvido medio sao Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumo¬ 
niae e Haemophilus influenzae. Dentre os agentes mais inco- 
muns podemos citar S. aureus, Streptococcus pyogenes, Alloicoccus 
otitis, micobacterias, bacterias anaerobias. 

Processamento 

Inicialmente e imprescindivel que seja realizada uma 
bacterioscopia, a fim de, alem de verificar os morfotipos bac- 
terianos presentes, avaliar a qualidade da amostra recebida. 
Amostras com poucos leucocitos podem ser sugestivas de 
contaminagao e o crescimento bacteriano devera ser avaliado 
com bastante precaugao. Em alguns casos podem ser eviden- 
ciadas celulas leveduriformes e/ou hifas, indicando nesse caso 
a necessidade de semeadura do material em meio de cultura 
Saboraud para verifica^ao do crescimento fungico. A avalia- 
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gao microscopica pode dar uma informagao previa com impor- 
tancia clinica, pois a visualizagao de diplococos Gram-positivos 
pode estar associada a presenga de S. pneumoniae , diplococos 
Gram-positivos a M. catarrhalis , cocobacilos Gram-negativos a 
H. influenzae , bacilos Gram-negativos a Pseudomonas aeruginosa 
e estruturas fungicas a Candida sp. (celulas leveduriformes) ou 
Aspergillus sp. (fungos filamentosos). Deve-se evitar o uso de cal- 
dos de enriquecimento, por exemplo, tioglicolato, pois tais meios 
permitem a multiplicagao da microbiota normal e podem con- 
fundir o microbiologista no momento da interpretagao do cres- 
cimento. 

Cabe salientar que as principals bacterias podem ter seu 
crescimento prejudicado devido a utilizagao de antimicrobia- 
nos por via oral e/ou pomadas ou cremes otologicos. Nesse 
caso, a visualizagao e descrigao precisa da bacterioscopia po¬ 
dem ser fundamentals para uma tomada de decisao clinica 
adequada. 

Apos a coleta do material, o mesmo deve ser processado 
em, no maximo, duas horas. No impedimento da semeadura 
dentro desse prazo, recomenda-se o uso de meios de trans¬ 
pose que mantenham a viabilidade bacteriana. O material 
deve ser encaminhado ao laboratorio em ate 12 horas, a tem- 
peratura ambiente. 

A semeadura deve ser realizada por esgotamento e os 
meios de cultura sugeridos sao agar sangue (AS) e chocolate 
(ACHO). A incubagao deve ser realizada em atmosfera de 
microaerofilia (5% a 10% de COJ. Alguns laboratories utili- 
zam, tambem, o MacConkey (MC). O AS e importante para 
o crescimento de S. pneumoniae e M. catarrhalis , sendo o pa- 
drao de hemolise uma caracteristica preliminar fundamental 
para caracterizagao do crescimento bacteriano. 

lnterpreta<;ao dos resultados 

A bacterioscopia pode ser relatada independentemente 
se solicitada ou nao. Deve-se reportar os microrganismos de 
acordo com a morfologia e propriedades tintoriais de for¬ 
ma quali e quantitativa. Pode-se colocar no laudo as formas 
visualizadas e associar com morfologias caracteristicas de de- 
terminadas bacterias, como diplococos Gram-positivos su- 
gestivos de S. pneumoniae , ou cocos Gram-positivos isolados, 
aos pares, e em tetrades sugestivos de estafilococos. A Tabela 
35.1 mostra uma sugestao para descrigao semi quantitativa do 
Gram. A presenga de leucocitos e celulas epiteliais tambem 
deve ser reportada no laudo. 


Nos casos em que ha intensa resposta inflamatoria, sem 
visualizagao compativel de bacterias, pode-se suspeitar de 
infeegao por micobacteria, sendo imprescindivel realizar a 
coloragao de Ziehl-Neelsen. Quando visualizados bacilos al- 
cool-acido resistentes (BAAR) deve-se indicar a cultura para 
micobacterias a fim de identificar a especie envolvida. 

A. otitis e um coco Gram-positivo, de crescimento len¬ 
to (cinco dias) em AS. Apresenta colonia puntiforme, umi- 
da, levemente amarelada e a-hemolitica. Para caracterizagao 
bioquimica pode-se utilizar as provas de catalase (negativa ou 
fracamente positiva), PYR e MTS positivos. 

Sugere-se reportar o crescimento bacteriano de forma 
semi quantitativa (raras/poucas/muitas/numerosas/colonias). 
No caso de bacterias potencialmente patogenicas, recomen¬ 
da-se realizar o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos. 
Se forem isoladas bacterias pertencentes a microbiota normal, 
basta citar, sem necessidade de antibiograma, podendo suge- 
rir uma provavel contaminagao. Quando nao ha crescimento 
bacteriano e/ou o laboratorio opte por nao descrever micro- 
-organismos da microbiota, recomenda-se descrever apenas 
como “Ausencia de crescimento de microrganismos patoge- 
nicos na amostra”. 

Sinusites 

Introdugao 

A sinusite e caracterizada por qualquer obstrugao dos 
seios paranasais, levando a um processo inflamatorio.Tal pro- 
cesso nem sempre e de origem infecciosa, visto que em mui- 
tos casos a origem e alergica. Os sintomas muitas vezes sao 
inespecificos, sendo que o diagnostico e fundamentado numa 
anamnese precisa e em exame clinico adequado. Geralmente 
a utiliza^ao de exames radiograficos e indicada, servindo para 
comprovar o processo inflamatorio local, porem com pouco 
impacto na investigagao etiologica do evento. 

Agentes etioiogicos 

Os seios paranasais sao normalmente estereis, mas as bac¬ 
terias que colonizam o trato respiratorio superior podem 
atingi-los por fatores ainda nao bem conhecidos. Sendo assim, 
quando de origem bacteriana, as sinusites sao causadas por H. 
influenzae , S. pneumoniae , M. catarrhalis e S. aureus. Outras bac¬ 
terias podem, de forma mais infrequente, estar associadas com 
anaerobios (principalmente de origem da microbiota oral), M. 


Tabela 35.1 Sugestao para descri^ao semiquantitativa de bacterioscopias de amostras clmicas coradas pelo Gram. 


Celulas - PMNs media em 10 campos (objetiva 10x) Bacterias e leveduras interpretagao - Gram (objetiva lOOx) 


0 

+ 

+ + 

+ + + 

+ 

+ + 

+ + + 

+ + + + 

Neg 

Raro 

Pouco 

Muito 

Raras 

Poucas 

Muitas 

Numerosas 

0 

1-9 

10-25 

> 25 

< 1 

1-5 

6-30 

> 30 


Fonte: Adaptada de Isenberg, 2007. 
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pneumoniae e C. pneumoniae. Podem, tambem, ser causadas por 
fungos, como Aspergillus , Rhizopus , Candida , Fusarium , o que 
geralmente ocorre em pacientes neutropenicos. Dessa forma, 
e imprescindivel que o clinico coloque na prescripao a suspeita 
de tais agentes, pois a maioria dos laboratories nao realiza cul¬ 
tura para anaerobios e o cultivo de fungos necessita de meios 
especiais e incubagao prolongada para detec^ao do crescimento. 

Processamento 

Devido ao seu carater invasivo, a cultura direta obtida 
atraves de aspiragao dos seios maxilares somente e recomen- 
dada nos casos de falha no tratamento com farmacos de pri- 
meira e segunda escolha, segundo a Sociedade Americana de 
Doengas Infecciosas (IDSA). Nao e recomendada cultura de 
nasofaringe, tampouco aspiragao do material inflamatorio via 
fossas nasais. Como a maioria dos laboratories de microbio- 
logia clinica nao realiza cultura para anaerobios, a coloragao 
de Gram pode ser decisiva para caracterizagao de uma infec- 
pao por esses agentes. 

O material clinico, obtido pelo medico responsavel, deve 
ser semeado imediatamente em meio de AS e ACHO ou, no 
caso de impedimento de semeadura no momento da coleta, 
utilizado meio de transporte, devendo ser encaminhado ao 
laboratorio em ate 12 horas. A incuba^ao deve ser em mi- 
croaerofilia por 48 horas. Excetuando-se as bacterias anae- 
robias e os fungos, os agentes usualmente relacionados com 
sinusite crescem em AS (menos H. influenzae) e sao de facil 
caracterizagao bioquimica. 

lnterpreta<;ao dos resultados 

Por tratar-se de uma amostra de boa qualidade, colhida 
de forma asseptica, todo o crescimento bacteriano deve ser 
considerado como potencialmente patogenico e reportado 
no resultado. 

Faringites 

Introduqao 

As faringites agudas estao entre as causas mais comuns de 
consultas medicas. Geralmente sao causadas por virus (rino- 
virus, coronavirus, adenovirus), sendo caracterizadas por um 
processo inflamatorio difuso ou localizado, hiperemia, difi- 
culdade de deglutigao, dor e febre. A historia clinica do pa- 


ciente pode auxiliar na diferenciagao de um processo viral ou 
bacteriano. Quadros com inicio subito, com febre > 38 °C, 
com exsudato purulento, adenopatia cervical, em criangas de 
3 a 14 anos, sugerem etiologia bacteriana (mais comumente 
associado com S. pyogenes) e requerem tratamento antimicro- 
biano adequado. 

Um dos principais problemas associados a um quadro de 
faringite estreptococica e a possibilidade de desenvolvimento 
de um processo inflamatorio tardio, de origem autoimune, 
no qual uma parte da populagao geneticamente predisposta 
(os indices podem variar de 0,5% a 3%) inicia um quadro de 
hipersensibilidade do tipo III, caracterizada pela deposigao 
de imunocomplexos em tecidos especificos, cardiaco, renal e 
muscular, originando um processo inflamatorio lento, croni- 
co, degenerativo e silencioso, cujo diagnostico deve ser reali- 
zado pela dosagem de antiestreptolisina (ASO). 

Agentes patogenicos 

Estima-se que pelo menos 80% das faringites sejam cau¬ 
sadas por virus. Apesar de mais incomuns, as faringites bac- 
terianas produzem quadros clinicos com sintomatologia mais 
exacerbada e podem promover aumento de morbidade em 
tais processos. As bacterias mais comumente associadas com as 
faringites agudas sao os estreptococos P-hemoliticos, perten- 
centes aos grupos A, C e G de Lancefield. Entre os microrga- 
nismos menos frequentes podemos citar Neisseria gonorrhoeae , 
Cory neb acterium diphteriae, Arcanobacterium haemolyticum , Myco¬ 
plasma pneumoniae , Treponema pallidum e C. pneumoniae. 

Processamento 

As amostras devem ser semeadas em meio de AS e 
ACHO (agar Thayer Martin em suspeita de faringite gono- 
cocica). A incuba^ao deve ser realizada a 35 °C, por ate 72 
horas, em atmosfera de microaerofilia. 

Interpretaqao dos resultados 

Rotineiramente sao pesquisados em material de oro- 
faringe os estreptococos P-hemoliticos. Os que estao asso¬ 
ciados com faringite estreptococica sao os estreptococos dos 
grupos A, C e G. Podemos diferencia-los atraves das caracte- 
risticas mostradas naTabela 35.2. 


Tabela 35.2 Caracteristicas presuntivas de estreptococos p-hemoliticos associados com 

faringite 



Especie 

Lancefield 

Bacitracina 

PYR 

Sorbitol 

Trealose 

S. pyogenes 

A 

Sensivel 

+ 

- 

1 

S. dysgalactiae subsp. eguisimilis 

C 

Resistente 

- 

- 

+ 

S. dysgalactiae subsp. eguisimilis 

G 

Resistente 

- 

- 

+ 

S. dysgalactiae subsp. zooepidemicus 

C 

Resistente 

- 

+ 

- 


Fonte: Adaptada de Diez et al., 2007. Nota: I - indeterminado. 
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Cabe salientar que nem todos os laboratories dispoem 
das provas supracitadas. Nesse caso, a realizagao da prova da 
bacitracina e/ou PYR podem auxiliar no diagnostico de S. 
pyogenes. No caso de suscetibilidade a bacitracina e/ou PYR 
negativo pode ser reportado como estreptococo P-hemo- 
litico do grupo C ou G, pois dessa forma excluimos o S. 
pyogenes, que apresenta maior virulencia e a possibilidade de 
manifestagoes tardias sistemicas (febre reumatica). No caso de 
ausencia de crescimento, pode ser reportado como “Ausencia 
de crescimento de estreptococos P-hemoliticos dos grupos 
A, C ou G”. Alguns pacientes com historico de uso de an- 
timicrobianos, principalmente betalactamicos, podem apre- 
sentar modifica^ao de microbiota e, dessa forma, produzir 
crescimento congruente de bacterias Gram-negativas, como 
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
que devem ser identificadas e reportadas, com realiza^ao de 
antibiograma a criterio do clinico. 

Atualmente estao disponiveis varios testes rapidos para 
detec^ao de S. pyogenes em amostras de faringe. Tais testes 
detectam o antigeno A da parede celular da bacteria. O ma¬ 
terial utilizado e o raspado de orofaringe, tratando-se de um 
procedimento simples, rapido e de facil leitura. Utiliza meto- 
dologia de imunocromatografia, aglutinagao ou imunoensaio. 
Pode ser uma alternativa a cultura, visto que o resultado esta 
disponivel em 15 minutos e nao e limitado pelo uso previo 
de antimicrobianos. Porem, sempre e recomendado que seja 
confirmado com testes culturais, pois as apresenta^oes co- 
merciais podem apresentar baixas sensibilidades, originando 
resultados falso-negativos. 

Neisseria gonorrhoeae e um diplococo Gram-negativo cau- 
sador de faringite gonococica. Dadas as consequencias sociais 
e legais de sua descri^ao, deve ser sempre confirmada atraves 
de cultivo, com identificagao em nivel de especie, pois a mi¬ 
crobiota normal da faringe pode ser composta de especies de 
Neisseria nao patogenicas. 

A presenga de bacilos Gram-positivos pleomorficos, em 
forma de “letras chinesas”, associado a presen^a de placas 
pseudomembranosas, pode ser indicativo de difteria. Nesse 
caso, deve-se realizar a colora^ao de Albert-Laybourn, vi- 
sualizando bacilos com granulagoes metacromaticas. Cabe 
salientar que a microscopia direta pode fornecer resultados 
falso-positivos, sendo indicada a cultura do microrganismo 
para correta caracterizagao do mesmo, visto que a difteria 
atualmente e uma doenga extremamente rara em nosso pais. 

Dentre os microrganismos causadores de faringite in- 
comum temos Arcanobacterium haemolyticum. O diagnostico e 
dificultado pelo crescimento lento desse microrganismo, de- 
vendo manter as placas incubadas por 72 horas. 

Eventualmente, precisamos langar mao de testes sorolo- 
gicos para confirmagao de infec^oes causadas por bacterias 
que nao crescem ou dificilmente podem ser cultivadas. Nesse 
grupo podemos incluir Treponema pallidum, cujo diagnostico 
pode ser facilmente realizado por testes de triagem como o 
VDRL, confirmado com FTA-ABS. 

Os micoplasmas, que nao apresentam parede celular, 
requerem meios especiais para crescimento, enriquecidos e 


acrescidos de antimicrobianos para dificultar o crescimento 
de outros microrganismos. M. pneumoniae nao e facilmen¬ 
te recuperado de amostras clinicas, sendo utilizado para seu 
diagnostico testes de ELISA IgG e IgM, que apresentam sen- 
sibilidade e especificidade variaveis, causando muitas vezes 
grande dificuldade para interpretagao dos resultados. 

Exemplo semelhante pode ser atribuido a C. pneumoniae, 
que nao e visualizada pelo Gram e nao cultivavel. A metodo- 
logia utilizada para sua detec^ao e a imunofluorescencia, um 
metodo trabalhoso, de dificil padronizagao, qualitativo, e de 
leitura subjetiva. 

Para diagnostico da angina de Vincent utiliza-se apenas 
a microscopia corada pelo Gram. A visualizagao de bacterias 
espiraladas (espiroquetas) associadas a bacterias fusiformes e 
sugestivo, podendo ser reportada como: “Presen^a de bacilos 
fusiformes e espirilares compativeis com associagao fusoespi- 
rilar, sugestivo de angina de Vincent”. 

■ INFECgOES DO TRATO RESPIRATORIO 
INFERIOR 
Introduqao 

As infec^oes de trato respiratorio inferior (ITRI) estao 
entre as principais doengas infecciosas no mundo. No Brasil, 
embora os dados nao sejam muito precisos, as ITRI consti- 
tuem a quinta causa de obitos. Mudangas nas caracteristicas 
da populagao, tais como aumento da expectativa de vida e 
maior numero de pacientes com imunossupressao justificam 
o aumento observado na incidencia dessas doengas nos ulti- 
mos anos. 

Essas infec^oes podem variar em gravidade, desde bron- 
quite aguda ate pneumonias severas e potencialmente fatais. 
As bronquites agudas sao normalmente associadas a virus (em 
torno de 90% dos casos), destacando-se o virus Influenza e o 
virus respiratorio sincicial. Entre as causas nao virais de bron- 
quite aguda, as principais sao M. pneumoniae, C. pneumoniae, 
Bordetella pertussis e Bordetella parapertussis. Ja as formas croni- 
cas das bronquites sao menos correlacionadas com microrga¬ 
nismos: geralmente estao relacionadas ao fumo ou a polui^ao. 
Entretanto, a exacerbagao da bronquite cronica, que ocor- 
re mais comumente em pacientes com doenga de base (por 
exemplo, doen^a pulmonar obstrutiva cronica), tern relagao 
com microrganismos, sendo os mais frequentes H. influenzae 
e S. pneumoniae, alem dos agentes virais. 

Mais graves que as bronquites, as pneumonias sao princi¬ 
palmente bacterianas e podem ser adquiridas na comunidade 
(CAP, do ingles: Community-acquired pneumonia) ou associadas 
a assistencia a saude. As CAPs sao um grave problema de sau- 
de publica mundial, especialmente nos paises em desenvol- 
vimento, e em faixas etarias especificas: criangas abaixo dos 
cinco anos e idosos acima dos 65 anos de idade. A Organi- 
zagao Mundial da Saude (OMS) estima que, nos paises em 
desenvolvimento, aproximadamente 5 milhoes de crian^as 
abaixo dos cinco anos de idade morram anualmente em de- 
correncia de pneumonias comunitarias. No Brasil, de acordo 
com dados do Ministerio da Saude (MS), no periodo de 2000 
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a 2008 houve media de 4.200.000 internagoes por ano, de- 
correntes de pneumonias. Os principais agentes etiologicos 
associados sao: S. pneumoniae, M. pneumoniae, H. influenzae e 
Legionella spp.Tambem sao relevantes S. aureus, e alguns baci- 
los Gram-negativos aerobios. Alem disso, M. catarrhalis pode 
ser agente causal de CAP, muito embora seu papel real como 
patogeno do trato respiratorio inferior possa ser controverso. 

A pneumonia nosocomial (que e, por definipao, caracte- 
rizada 48 horas apos interna^ao hospitalar), e considerada a 
infec^ao associada a assistencia a saude (IAAS) mais frequen- 
te, especialmente entre pacientes internados em Unidades 
de Terapia Intensiva (UTI). Nessas pneumonias, os agentes 
etiologicos mais comuns sao: S. aureus , enterobacterias (em 
particular, K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter spp.) e bacilos 
Gram-negativos nao fermentadores da glicose, tais como: P. 
aeruginosa e Acinetobacter baumannii. Nas UTIs, aproximada- 
mente 80% dos casos de pneumonia estao associados a ven- 
tilagao mecanica (PAV - Pneumonia Associada a Ventilagao 
Mecanica), o que configura o uso de ventiladores artificiais 
como um dos principais fatores de risco para o desenvolvi- 
mento de pneumonia nesses ambientes. Isso ocorre porque 
os pacientes entubados apresentam deficiencias em alguns 
importantes mecanismos fisiologicos inespecificos de defesa, 
como o reflexo da tosse, tornando-os altamente colonizados 
por potenciais patogenos. 

O empiema pleural (acumulo de secre^ao purulenta na 
cavidade pleural) e, em geral, uma complicagao da pneumo¬ 
nia bacteriana, seja ela comunitaria ou nosocomial. Pacientes 
com empiema sao consideravelmente mais graves e tern abor- 
dagem clinica diferenciadaja que necessitam, muitas vezes, da 
drenagem cirurgica desse excesso de liquido e secregao (to- 
racocentese). S. aureus e S. pneumoniae estao particularmente 
associados a pneumonias acompanhadas de derrame pleural 
e empiema. Menos frequentemente, outros microrganismos 
tambem podem causar essa complicagao. 

Uma condigao clinica que merece atenpao especial e a 
fibrose cistica. Pacientes com essa doenga genetica apresen¬ 
tam, alem de outras caracteristicas, secre^ao bronquica mui¬ 
to viscosa, podendo levar a estase pulmonar, situagao que os 
torna consideravelmente mais suscetiveis a colonizagao e/ou 
infecgao nesse sitio anatomico. Devido a isso, esses pacientes 
sao submetidos rotineiramente a cultura de materials de trato 
respiratorio inferior. Microrganismos especialmente impor¬ 
tantes nesses pacientes incluem S. aureus, H. influenzae, A. 
baumannii, P. aeruginosa, complexo Burkholderia cepacia, alem 
de Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans e 
outros bacilos Gram-negativos nao fermentadores da glicose. 

Independentemente do tipo de ITRI, o diagnostico mi¬ 
crobiologico e desafiador. Nos casos de bronquite aguda, o 
diagnostico laboratorial e fortemente desencorajado por re- 
sultados de meta-analises.Talvez, a excegao a isso seja o diag¬ 
nostico da coqueluche (causada por B. pertussis). Uma vez 
que a coqueluche e mais grave e pode apresentar sintomas 
clinicos nao especificos em relagao as bronquites em geral, o 
diagnostico microbiologico reveste-se de particular impor¬ 
tance em pacientes que apresentam tosse cronica em uma 


regiao epidemiologica apropriada. Nesses casos, a cultura di- 
recionada para pesquisa de B. pertussis e os testes imunologi- 
cos especificos sao altamente recomendados. 

Em relagao a CAP, dois sao os pontos principais res- 
ponsaveis pelas controversias no diagnostico microbiologi¬ 
co: o primeiro deles e o uso frequente de antimicrobianos 
previamente a coleta do especime, comprometendo consi¬ 
deravelmente a sensibilidade (resultados falso-negativos) da 
cultura. O segundo e a frequente contaminagao do especi¬ 
me com material do trato respiratorio superior, implicando 
na diminuigao da especificidade (resultados falso-positivos) 
da cultura. Apesar desses dois fatores bastante relevantes, o 
diagnostico etiologico preciso e a determinagao do perfil de 
suscetibilidade (necessario na ocorrencia de falha terapeutica, 
para ajuste de tratamento ou para fins epidemiologicos) sao 
primariamente defmidos a partir da cultura, a qual continua 
sendo considerada padrao-ouro para o diagnostico da CAP. 

Somados ao uso previo de antimicrobianos, outros fatores 
justificam a falta de sensibilidade das culturas no diagnostico 
da CAP. A contamina^ao com material do trato respirato¬ 
rio superior, alem de interferir na especificidade, pode ini- 
bir o crescimento do microrganismo patogenico, tornando 
a cultura menos sensivel. Alem disso, patogenos associados as 
pneumonias atipicas sao dificeis de crescer e exigem meios 
de cultura especificos. Em casos de suspeita clinica de pneu¬ 
monia atipica (C. pneumoniae, M.pneumoniae e Eegionella spp.), 
o laboratorio de microbiologia deve ser informado, para que 
meios de cultura adequados possam ser utilizados. 

Menos controverso e, no entanto, o diagnostico micro¬ 
biologico das pneumonias associadas a assistencia a saude. 
O desafio aqui esta no fato de os pacientes em ventilagao 
mecanica serem altamente colonizados com possiveis pato¬ 
genos. Esse fato compromete a especificidade dos resultados 
da cultura. Nesse sentid o, guidelines das principais sociedades 
de pneumologia mundiais determinam condutas baseadas em 
evidencias clinicas para o diagnostico da pneumonia associa¬ 
da a ventilagao mecanica. Entretanto, segundo eles, a falta de 
especificidade dos achados clinicos e a baixa reprodutivida- 
de do raio X de torax exigem o desenvolvimento de pro- 
cedimentos adicionais, tais como a cultura de especimes do 
trato respiratorio inferior. Cabe ressaltar, aqui, que manifes- 
ta^oes clinicas sao especialmente inespecificas em pacientes 
altamente debilitados e idosos, reiterando a necessidade do 
diagnostico microbiologico. Na tentativa de aumentar a es¬ 
pecificidade da cultura qualitativa de rotina, uma ferramenta 
microbiologica importante e a cultura quantitativa. 

A tuberculose e um grave problema de saude publi- 
ca mundial, especialmente em paises em desenvolvimento, 
como o Brasil. Nao e intengao deste capitulo discutir ques- 
toes laboratoriais relacionadas ao diagnostico microbiologi¬ 
co da tuberculose. Para isso, sugere-se consultar referencias 
especificas. 

A menos que um grande cuidado seja tornado na co¬ 
leta do especime, o diagnostico das ITRI e frequentemente 
complicado por haver contaminagao com material do trato 
respiratorio superior, o qual pode ser colonizado com pato- 
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genos potenciais, mas que nao estao envolvidos na infecgao 
em questao. A consequencia disso e o comprometimento da 
especificidade do resultado microbiologico, e uma indugao 
do uso inadequado e desnecessario de antimicrobianos. 

Para a realizagao da cultura, basicamente dois tipos de 
materials podem ser enviados ao laboratorio: secregoes nao 
invasivas (escarro expectorado e induzido), e as invasivas, que 
incluem aspirado traqueal, lavado bronquico, escovado bron- 
quico, lavado broncoalveolar, e biopsia de tecido. Pela menor 
probabilidade de contaminagao com material do trato respi¬ 
ratorio superior, as secregoes invasivas sao preferidas para a 
realizagao da cultura. Por outro lado, pela facilidade de coleta, 
o escarro e, sem duvida, o especime clinico mais frequente- 
mente recebido nos laboratories para o diagnostico de ITRI. 

Outros possiveis especimes clinicos associados a ITRI 
sao: swab de orofaringe e liquido pleural. E importante lem- 
brar que pacientes com fibrose cistica podem apresentar 
consideravel dificuldade de expectoragao. Por essa condigao 
clinica, e excepcionalmente nesses casos, swabs de orofaringe 
podem ser aceitos pelo laboratorio para a realizagao da cul¬ 
tura. Ressalte-se que, em qualquer outra situagao, swabs de 
orofaringe nao sao adequados e devem ser rejeitados para o 
diagnostico de infeegoes pulmonares. 

Processamento 

Um atraso no processamento do escarro de mais de duas 
horas e dos especimes coletados por broncoscopia de mais de 
uma a duas horas pode resultar em diminuigao consideravel 
da capacidade de recupera^ao de microrganismos fastidiosos, 
tais como: H. influenzae e S. pneumoniae.Tambem, pode haver 
crescimento exacerbado de microbiota do trato respiratorio 
superior, podendo levar a resultados com baixa especificida¬ 
de, ou seja, valorizagao de microrganismos nao associados ao 
processo infeccioso em questao e consequentes tratamentos 
inadequados. 

E de consenso geral que a cultura de especimes respirato- 
rios de ma qualidade gasta tempo e dinheiro dos laboratories 
de microbiologia, sem gerar resultados impactantes na pratica 
clinica, podendo levar a indugao de tratamentos desnecessarios. 
A partir do esfregago corado pelo metodo de Gram, a analise 
microscopica detalhada do especime deve ser realizada. O pa- 
rametro mais aceito para a analise da qualidade microscopica 
e o que leva em consideragao o numero de celulas epiteliais 
e de leucocitos polimorfonucleares (PMN). Caso a amostra 
apresente mais de dez celulas epiteliais por campo (10 x) e me- 
nos de 25 PMN por campo (10x), essa deve ser considerada 
amostra inadequada, pois possivelmente represente um especi¬ 
me contaminado com material do trato respiratorio superior. 
Deve-se observar de 20 a 40 campos e fazer a media da conta- 
gem para que o resultado seja fidedigno. 

Pacientes severamente neutropenicos, transplantados de 
medula ossea ou imunodeprimidos podem apresentar uma 
amostra adequada e representativa sem que essa tenha o nu¬ 
mero exigido de PMN na avaliagao de qualidade. Esses casos 
devem ser avaliados cuidadosa e individualmente, e o micro- 
biologista deve ser informado dessa condigao do paciente. 


A presenga de celulas epiteliais ciliadas pode auxiliar nessa 
avalia^aoja que essas sao celulas caracteristicas de trato res¬ 
piratorio inferior. Escarro e aspirado traqueal destinados a 
pesquisa de Legionella spp. ou bacilos alcool-acido resistentes 
nao devem ser submetidos a avaliagao da amostra, por serem 
microrganismos associados a respostas imunologicas peculia- 
res. Especimes de pacientes com fibrose cistica tambem nao 
devem ser submetidos a avaliagao da qualidade da amostra. 

Em casos de amostras inadequadas, uma nova coleta deve 
ser solicitada, o mais brevemente possivel. Amostras duplica- 
das de um mesmo paciente em 24 horas somente deverao ser 
aceitas se a primeira tiver sido rejeitada. 

O resultado da bacterioscopia e muito importante para a 
equipe medica, especialmente por causa da rapidez com que 
o resultado pode ser liberado. Tao mais adequado sera o re¬ 
sultado quanto melhor for a qualidade do especime clinico e 
a capacidade tecnica do microbiologista. A informagao ofere- 
cida pela bacterioscopia pode guiar a terapia inicial e indicar 
qual o provavel patogeno. Para isso, o resultado deve ser libe¬ 
rado de forma clara, incluindo a celularidade e os principais 
morfotipos bacterianos presentes. A presenga de bacterias in- 
tracelulares indica infeegao ativa. Essa informagao aumenta a 
especificidade do resultado, garantindo que o microrganismo 
em questao e o responsavel pelo processo infeccioso, ja que 
esta sendo ativamente fagocitado pelos PMN. 

O segundo passo no processamento do especime e a cul¬ 
tura. Tipicamente, as porgoes mais purulentas e/ou sanguino- 
lentas (sangue no escarro ou hemoptise geralmente indicam 
dano grave no tecido pulmonar) dos materiais coletados de 
trato respiratorio inferior sao semeadas, por esgotamento, em 
AS, ACHO e MC. As placas devem ser incubadas (35 °C a 
37 °C, em microaerofilia) por, no minimo, 48 horas. Em 24 
horas as placas devem ser inspecionadas. E importante lem- 
brar que o resultado da bacterioscopia deve ser utilizado 
como guia na interpreta^ao da cultura. Uma nova inspegao 
das placas em 24 ou 48 horas adicionais e util para detectar 
bacilos Gram-negativos fastidiosos e com crescimento lento, 
tais como: Bordetella sp., ou fungos filamentosos, como As¬ 
pergillus sp. 

Em culturas qualitativas devem ser reportados como pro- 
vaveis patogenos microrganismos que apresentarem: 1) cres¬ 
cimento intenso no segundo ou no maior quadrante da placa 
de cultura; 2) pequena quantidade de crescimento, mas que 
seja condizente com o morfotipo predominante no bacte- 
rioscopico; ou 3) crescimento puro (ou quase) no primeiro 
quadrante. 

Em se tratando de especimes que podem facilmente ser 
contaminados com microbiota do trato respiratorio superior, 
a quantifica^ao do crescimento bacteriano e uma tentativa 
de aumentar a especificidade dos resultados obtidos, redu- 
zindo, assim, o uso desnecessario de antimicrobianos. Para a 
cultura quantitativa de escarro e aspirado traqueal, e utilizado 
o metodo da diluigao seriada (Figura 35.1). As placas e as 
condigoes de incuba^ao sao as mesmas descritas para culturas 
qualitativas. A interpreta^ao e os pontos de corte serao dis- 
cutidos na sessao “Como interpretar e reportar resultados”. 
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Escarro 



Aspirado 

traqueal 


Homogeneizar e 
deixar o agente mucolitico 
agir por 15 min a 
temperatura ambiente 


t 


Diluigao do 

Diluigao do 

especime (1:2) 

especime (1:100) 


N-acetil-L-cistefna (1 mL) 
+ 

Especime (1 mL) 


I 

Salina esteril (9,9 mL) 
+ 

Especime (0,1 mL) 


0,01 mL - 



Diluigao final: 
1 : 20.000 


Figura 35.1 Representagao esquematica do processamento do escarro e aspirado traqueal para realizagao de cultura quantitativa pelo metodo 
da diluigao seriada. 

Fonte: Adaptada de Oplustil et ai, 2010. 


Por sua vez, a cultura de lavado bronquico, lavado bron- 
coalveolar e escovado bronquico pode ser realizada pelo me¬ 
todo da diluigao seriada (Figura 35.2) ou pelo metodo da alga 
calibrada (Figura 35.3).As placas e as condigoes de incubagao 
sao as mesmas descritas para culturas qualitativas. A interpre- 
tagao e os pontos de corte serao discutidos na sessao “Como 
interpretar e reportar resultados”. 

Para especimes provenientes de pacientes com fibrose 
cistica, recomenda-se que, alem dos meios de cultura conven- 
cionais, sejam tambem utilizados meios mais seletivos como 
o agar CNA (seletivo para cocos Gram-positivos, como S. 
aureus) e BCSA ( Burkholderia cepacia selective agar). As cultu¬ 
ras aqui podem ser qualitativas ou quantitativas e a incubagao 
das placas deve seguir o padrao, a excegao do agar BCSA, que 
deve ser incubado por cinco dias. 


Alem da cultura, outros testes podem auxiliar especifica- 
mente o diagnostico da CAP Um deles e a detecgao de anti- 
genos de Legionella spp. ou S. pneumoniae na urina.As principals 
vantagens desses testes incluem a rapidez na obtengao dos re¬ 
sultados (cerca de 20 minutos) e a nao influencia da antibio- 
ticoterapia previa. Trabalhos demonstram que esses testes tern 
boa sensibilidade e especificidade. Excegao deve ser pontuada 
no caso de criangas abaixo de cinco anos de idade com doenga 
pneumococica, onde a especificidade do teste e consideravel- 
mente baixa, devido ao fato de essas criangas serem altamente 
colonizadas na nasofaringe por S. pneumoniae. Por sua vez, os 
testes sorologicos sao importantes para patogenos atipicos (M. 
pneumoniae , C. pneumoniae e Legionella spp.). A contribuigao 
desses patogenos na epidemiologia da CAP depende da popu- 
lagao estudada e o metodo diagnostico utilizado. 



Figura 35.2 Representagao esquematica do processamento do lavado broncoalveolar, lavado bronquico ou escovado protegido para reali- 
zagao de cultura quantitativa pelo metodo da diluigao seriada. 

Fonte: Adaptada de Oplustil et ai, 2010. 
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Lavado broncoalveolar 
Lavado bronquico 



Escovado 

protegido 


Alga calibrada de 0,001 mL (1 pL) 
Diluigao final 1:1.000 



Alga calibrada de 0,01 mL (1 pL) 
Diluigao final 1:100 


Alga calibrada de 0,01 mL (1 pL) 
Diluigao final 1:100 


Figura 35.3 Representagao esquematica do processamento do lavado broncoalveolar, lavado bronquico ou escovado protegido para realiza- 
gao de cultura quantitativa pelo metodo da alga calibrada. 

Fonte: Adaptada de Oplustil et ai, 2010. 


Como interpretar e relatar resultados 

E de extrema importancia que o microbiologista seja 
critico no momento de interpretar e reportar resultados de 
cultura de especimes potencialmente contaminados com mi- 
crorganismos colonizantes, como e o caso das secregoes de 
trato respiratorio inferior. Nesse sentido, deve-se saber que, 
mesmo podendo ser agente etiologico de pneumonias, nao 
raras vezes, os microrganismos podem ser apenas parte da mi¬ 
crobiota. Em pacientes altamente colonizados, como aqueles 
submetidos a ventilagao mecanica, as culturas quantitativas 
devem ser fortemente encorajadas, ja que sao uma ferramen- 
ta microbiologica muito importante na dificil interpretagao 
da participagao ou nao de um microrganismo no processo 
infeccioso. 

Na bacterioscopia, o microbiologista deve, baseado 
em um conhecimento tecnico robusto, liberar os resulta¬ 
dos mais especificos possiveis. Imaginemos, por exemplo, 
a seguinte situagao: o microbiologista observa o esfregago 
corado pelo metodo de Gram de um paciente nao in- 
ternado. Ele visualiza diplococos Gram-positivos. Pela sua 
experiencia, ao visualizar os diplococos, percebe que sao 
lanceolados e capsulados, e suspeita fortemente que se 
trate de S. pneumoniae. Caso ele opte por liberar o laudo 
da forma descrita (diplococos Gram-positivos), nao esta- 


ra tecnicamente incorreto. Entretanto, um laudo em que 
conste “diplococos Gram-positivos lanceolados, sugestivos 
de S. pneumoniae” e muito mais informativo e induz a uma 
terapia mais adequada. 

Deve ser tambem fortemente estimulada a liberagao dos 
resultados de bacterioscopia tao logo esses resultados estejam 
disponiveis, de preferencia, por sistema computadorizado. 
Nesse sentido, seguem exemplos de laudos de bacterioscopi- 
co. Note-se a importancia de informar a observagao de bac- 
terias intracelulares. 


Exemplo 1 


Especime clinico: escarro 
Bacterioscopia: 

Celulas epiteliais: < 10/campo (40x) 

• Leucocitos polimorfonucleares: > 25/campo (40x) 

• Numerosos diplococos Gram-positivos lanceolados 
sugestivos de S. pneumoniae 

Cultura: em andamento 

Obs.: Presenqa de microrganismos intracelulares, 
indicando fagocitose ativa. 
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Exemplo 2 


Especime clinico: lavado broncoalveolar 

Bacterioscopia: 

Celulas epiteliais: < 10/campo (40x) 

• Leucocitos polimorfonucleares: > 25/campo (40x) 

• Raros cocobacilos Gram-negativos 

• Alguns cocos Gram-positivos aos pares 

• Sugere-se microbiota normal 
Cultura: em andamento 


Exemplo 3 


Especime clinico: aspirado traqueal 
Bacterioscopia: Presenga de mais de 10 celulas 
epiteliais por campo (40x) e menos de 25 leucocitos 
polimorfonucleares por campo (40x) indicando 
contaminagao com material do trato respiratorio 
superior. Nova coleta e indicada, a criterio medico. 

Cultura: especime inadequado para a realizagao da 
cultura. Para informagoes adicionais, favor contatar o 
setor de Microbiologia. 

Os pontos de corte para as culturas quantitativas de es- 
covado bronquico (cateter protegido), lavado broncoalveo¬ 
lar e aspirado traqueal sao, respectivamente, 10 3 , 10 4 e 10 6 
UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonia por mililitro) e 
os laudos dessas culturas devem enaltecer tais valores. Ja que 
aspirado traqueal e o especime mais sujeito a resultados falso- 
-positivos, e compreensivel que seu ponto de corte seja mais 
elevado. Mesmo assim, esse ponto de corte garante especifici- 
dade de aproximadamente 80%. 

ATabela 35.3 traz a interpretagao do crescimento bacteria- 
no, correlacionando o numero de colonias observado nas placas 
de cultura com a quantidade de UFC/mL correspondente, de 
acordo com o fator de diluigao ou o volume semeado. 

Entao, de acordo com a Tabela 35.3, e respeitando os 
pontos de corte defmidos para cada cultura quantitativa, con- 
sideremos o seguinte exemplo: um aspirado traqueal e pro- 
cessado de forma quantitativa e, apos 24 horas, sao observadas 


70 colonias de P aeruginosa (situagao A). Em outra situagao, 
um lavado broncoalveolar e processado quantitativamente 
utilizando-se uma alga bacteriologica de 10 pL e sao obser¬ 
vadas, tambem, 70 colonias de P aueruginosa (situagao B). Na 
situagao A, a cultura quantitativa e positiva (acima do ponto 
de corte),ja que seriam necessarias 50 colonias (50 X 20.000 
= 10 6 ) para que o ponto de corte de 10 6 UFC/mL fosse 
atingido. Por outro lado, na situagao B, o fator de diluigao e 
menor (100), sendo necessarias pelo menos 100 colonias para 
corresponder a um valor igual ou superior ao ponto de corte 
(10 4 UFC/mL). Nesse caso, a cultura quantitativa e negativa 
(crescimento abaixo do ponto de corte). 

A criterio do microbiologista fica a decisao de liberar 
apenas o(s) microrganismo(s) com contagem superior ao 
ponto de corte (exemplo 4) ou todos os microrganismos 
(exemplo 5) observados na cultura, ressaltando-se que, para 
uma equipe medica inexperiente, o exemplo 5 pode induzir, 
desnecessariamente, o uso de antimicrobianos. 


Exemplo 4 


Especime clinico: lavado broncoalveolar 
Bacterioscopia: Celulas epiteliais: < 10/campo (40x) 

Leucocitos polimorfonucleares: > 25/campo (40x) 

• Numerosos bacilos Gram-negativos 

• Raros cocos Gram-positivos aos pares 
Cultura: Acinetobacter baumannii > 10 4 UFC/mL 

Obs.: 0 ponto de corte utilizado para culturas 
quantitativas de lavado broncoalveolar e 10 4 UFC/mL 


Exemplo 5 


Especime clinico: lavado broncoalveolar 
Bacterioscopia: Celulas epiteliais: < 10/campo (40x) 

• Leucocitos polimorfonucleares: > 25/campo (40x) 

• Numerosos bacilos Gram-negativos 

• Raros cocos Gram-positivos aos pares 
Cultura: Acinetobacter baumannii > 10 4 UFC/mL 

Staphylococcus aureus 10 2 UFC/mL 

Obs.: 0 ponto de corte utilizado pelo laboratorio para 
culturas quantitativas de lavado broncoalveolar e 10 4 UFC7mL. 


Tabela 35.3 Interpretagao das culturas quantitativas, considerando a quantidade de colonias que cresceram no meio de 
cultura. 

Material 

Diluigao ou volume 

Equivalente em 


da alga bacteriologica 

UFC/mL de uma colonia 

Lavado broncoalveolar, lavado bronquico ou 

Diluigao 1:1.000 

1.000 = 10 3 

escovado protegido 

Alga calibrada de 0,01 mL 

100 = 1 o 2 


Alga calibrada de 0,001 mL 

1.000 = 10 3 

Escarro ou aspirado traqueal 

Fonte: Adaptada de Oplustil. 7 

Diluigao 1:20.000 

20.000 = 2 X 10 4 
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Cepas de P. aeruginosa podem produzir alginato, que e um 
polimero polissacaridico, que forma uma matriz externa, leva 
ao crescimento bacteriano em biofilme, e gera um fenotipo 
mucoide. Esse fenomeno ocorre com maior frequencia na 
mucosa respiratoria de pacientes fibrocisticos, e indica, fre- 
quentemente, infec^ao cronica. Cepas de P. aueruginosa mu- 
coides respondem consideravelmente menos aos tratamentos 
antimicrobianos, ja que o alginato confere uma barreira fisica 
para que os mesmos possam atingir a celula bacteriana. Sendo 
assim, a ocorrencia desse fenotipo tern implica^ao clinica e 
deve, portanto, ser reportado a equipe medica. 

Quanto mais propriedade e dominio de conhecimento 
o microbiologista possuir, melhor e mais efetiva sera a trans- 
missao da informagao dele (pelos laudos que emitir) para a 
equipe medica. Em ultima instancia, o paciente e o grande fa- 
vorecido nesse processo, ja que tera diagnostico mais preciso 
e acurado e, consequentemente, tratamentos mais adequados. 
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Hemocultura e Cultura 
de Ponta de Cateter 


■ ASPECTOS GERAIS 

A disseminagao de microrganismos atraves da corrente 
circulatoria, processo este denominado bacteremia, repre- 
senta um estado septico com importante implicagao clinica 
ao paciente. Em ambiente hospitalar, as bacteremias podem 
representar, de modo geral, o primeiro ou segundo quadro 
infeccioso de maior prevalencia. Como diagnostico de tal 
processo bacteremico, dispomos da cultura de amostras de 
sangue ou hemoculturas, e as culturas de cateteres, sendo estas 
ultimas realizadas sob condigoes especiais em que os pacien- 
tes fazem uso de tais dispositivos. Nesse contexto, o lab orato¬ 
rio clinico tern papel extremamente importante, uma vez que 
uma hemocultura positiva para microrganismos patogenicos 
e um indicador altamente especifico de infec^ao da corren¬ 
te sanguinea, permitindo que a subsequente identificagao do 
agente e o teste de suscetibilidade auxiliem na orientagao da 
terapia antimicrobiana, com significativa redugao nas taxas de 
morbimortalidade. Entretanto, para que o exame seja acura- 
do, se faz necessaria a realizagao de um controle eficiente para 
alguns parametros, tais como: a) indicagao clinica para a cole- 
ta de hemoculturas; b) numero de amostras a serem coletadas; 
c) volume de sangue; d) tipos de frascos de cultura de acordo 
com a atmosfera de incuba^ao: 

a) Indica^ao clinica: de forma geral, a coleta de san¬ 
gue para a realiza^ao da cultura deve ser realizada 
antes do inicio da antibioticoterapia, e para aqueles 
que apresentam quadro clinico sugestivo de infec- 
gao (febre, hipotermia, leucocitose), e quadros mais 
graves e/ou especiais a que estejam submetidos os 
pacientes, principalmente neonatos e idosos. 

b) Numero de amostras: de acordo com dados da 
literatura referentes a taxa de positividade cumula- 
tiva e quadros septicos comprovados, recomenda- 
-se coletar, no minimo, duas amostras por episodio 
septico. Sugere-se que, com isto, mais de 95% dos 
eventos septicos ocasionados por fungos ou bacterias 


sejam detectados com o isolamento do microrga- 
nismo. Adicionalmente, a coleta de maior numero 
de amostras traria pouco beneficio, aumentando os 
custos e o trabalho sem aumento significativo da 
positividade. 

c) Volume de sangue: talvez esta seja uma das varia- 
veis mais criticas do exame, no que se refere a taxa 
de positividade. Resguardando as observa^oes que 
devem ser feitas com respeito ao tipo de paciente 
(adulto ou pediatrico), o volume recomendado deve 
manter a proporgao de sangue/caldo de cultura 
de 1:5 a 1:10. Para adultos, coleta-se 5 a 10 mL de 
sangue por frasco em cada pun^ao, totalizando um 
volume final de 20 mL. Para crian^as, o volume ideal 
de sangue ainda nao esta bem-defmido. Entretanto, 
estudos demonstram que ha rela^ao direta entre 
o volume de sangue obtido e a recupera^ao do 
microrganismo. 

d) Atmosfera de incubafao: e comum a coleta pa- 
reada de hemoculturas, compreendendo um frasco 
anaerobio e um aerobio. Embora a coleta para a pes- 
quisa de microrganismos anaerobios deva ser diri- 
gida somente quando da suspeita clinica, os estudos 
mostram que coletas incluindo o frasco anaerobio 
permitem o isolamento de especies de Staphylococcus , 
Enterobacteriaceae, alguns Streptococcus e Enterococcus 
sem perda na capacidade de recupera^ao microbio- 
logica. Todavia, nao e incomum a coleta pareada ser 
representada por duas coletas para cultura aerobia. 
Alem disso, a grande maioria dos frascos aerobios 
e anaerobios obtidos comercialmente permite, tam- 
bem, a detecgao do crescimento de leveduras e ate 
algumas especies de fungos filamentosos. 

Atualmente, existem diferentes tipos de equipamentos 
comerciais que permitem a realizagao automatizada da cultu¬ 
ra de sangue. Estes apresentam grande vantagem em rela^ao 
as metodologias manuais, principalmente no que se refere 
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a rapidez dos resultados e a diminuigao do trabalho tecni- 
co especializado. O continuo monitoramento pelo aparelho 
pela leitura realizada em tempos preestabelecidos, o constan- 
te sistema de agita^ao, o sistema de carvao ou resina para 
inativa^ao de antibioticos no material clinico, a possibilidade 
de recuperar dados tais como o tempo de positividade e a 
geragao de relatorios de prevalencia, alem do menor risco 
de contaminagao, uma vez que e realizada a manipulagao/ 
repique somente das amostras positivas, sao argumentos para 
o estabelecimento da automagao. 

De modo geral, os protocolos recomendam a incubagao 
durante cinco dias, quando da suspeita de microrganismos 
aerobios e anaerobios, ou de dez dias quando da suspeita de 
fungos ou germes nutricionalmente exigentes ou de cresci- 
mento lento e, ainda, em torno de cinquenta dias de incuba- 
£ao para frascos especiais para outros fungos e micobacterias. 

Alguns laboratories, ainda que pela rotina pequena de 
cultura de sangue, podem utilizar metodologias manuais com 
utilizagao de frascos comercias para microrganismos aerobios 
e anaerobios. Em geral, esses frascos compreendem meios de 
cultura em meio liquido, tais como: infusao de cerebro e co- 
ra^ao ( brain-heart infusion-BHl); caldo tryptic soy agar (TSB) 
ou, ainda, um meio de cultura bifasico, sendo uma fase liquida 
e outra solida, permitindo a observa^ao do crescimento mi- 
crobiano sobre a superficie do agar. Embora ainda seja uma 
alternativa, o metodo manual nao e o mais indicado para a 
cultura de sangue, por apresentar menor sensibilidade quando 
comparado com metodos automatizados. Para inspegao ou 
pre-triagem dos frascos, e recomendado realizar subcultivos 
“as cegas” em meio solido, de modo sequencial, apos perio- 
dos de incubagao com respectiva analise morfotintorial pela 
coloragao do Gram. Um periodo de sete dias de incuba^ao, 
realizando agitagao periodica dos frascos, e fator importante 
para maior taxa na positividade do exame. 

■ DETERMINAgAO DE INFECgAO 
RELACIONADA A CATETER 

Cateteres intravenosos sao notaveis fontes de bacteremia 
e fungemia, assim como complicates infecciosas no local 
da insergao. Para a determinagao do cateter como fonte de 
infec^ao sao utilizadas duas formas de analise: a) cultura da 
ponta de cateter (segundo tecnica descrita por Maki e cola- 
boradores); ou b) analise/crescimento microbiano em amos¬ 
tras de hemocultura coletadas de forma pareada, ou seja, via 
sangue periferico e via amostra de sangue coletada atraves 
do cateter. 

a) O metodo descrito por Maki e colaboradores e o 
mais amplamente utilizado para caracterizar a re- 
lagao entre colonizagao do cateter e infec^ao. O 
metodo refere-se a uma cultura semiquantitativa, 
em que o segmento distal do cateter e rolado, com 
auxilio de uma pinga esteril sobre a superficie de 
uma placa de agar sangue. Apos incubagao, duran¬ 
te periodo overnight (18 a 24 horas) de incuba^ao a 


35 °C, e realizada a contagem de colonias, consideran- 
do-se o crescimento de > 15 unidades formadoras de 
colonia (UFC) por placa como sugestivo de colo- 
nizagao do cateter. E recomendavel fazer uma nova 
observagao da placa apos 48 a 72 horas. A grande 
desvantagem dessa tecnica e que a mesma avalia so¬ 
mente a superficie externa, ou extra-lumen, do cate¬ 
ter, nao sendo capaz de detectar massa microbiana ou 
biofilme aderido na porgao interna, ou intralumen, 
do dispositivo. Mais recentemente, de modo a tornar 
mais sensivel a detec^ao microbiana sobre a superfi¬ 
cie (interna ou externa) do cateter como um todo, 
diversos estudos tern avaliado a utilizagao de vortex 
ou, ainda, de sonicagao, como adicionais ao tradicio- 
nal roll plate estabelecido por Maki e colaboradores. 
Apesar de os resultados serem promissores, com au- 
mento na taxa de recuperagao de microrganismos 
em potencial, essas modifica^oes ainda carecem de 
padronizagao, sendo que mais estudos devam ser 
realizados para mostrar o seu real valor diagnostico. 
Vale destacar que uma cultura de ponta de cateter 
positiva so podera ser valorizada na presenga de uma 
amostra de sangue periferico positiva para o mesmo 
microrganismo. 

b) A coleta de hemoculturas pareadas e simultanea- 
mente obtidas, uma atraves do cateter e outra da veia 
periferica, representa um teste diagnostico mais con- 
servador, pois evita a retirada do dispositivo (cateter) 
para analise. A analise e realizada baseada no fato que, 
entre amostras de igual volume, coletadas de forma 
pareada cateter/sangue periferico, o tempo para de- 
tec^ao da positividade e inversamente proporcional 
ao inoculo microbiano inicial. Ou seja, se a diferenga 
no tempo de positividade for maior que duas ho¬ 
ras, mais precoce para o frasco coletado do cateter 
em relagao ao da veia periferica, esta relacionada a 
infec^oes originarias do cateter. Essa metodologia 
apresenta sensibilidade variavel, a depender do tipo 
de cateter, do tempo de permanencia e da presenga 
de outros focos infecciosos a distancia, mas apre¬ 
senta alto valor preditivo negativo, principalmente 
para cateteres de longa permanencia, o que pode 
evitar, em muitos casos, a retirada desnecessaria dos 
dispositivos. 

■ INTERPRETAgAO DE HEMOCULTURAS 
POSITIVAS 

Alguns microrganismos tern alto valor preditivo positi- 
vo para bacteremia verdadeira, mesmo quando isolado em 
somente uma amostra, por exemplo: Staphylococcus aureus , Es¬ 
cherichia coli e outras Enterobacteriaceae, Streptococcus pneumoniae, 
Neisseria meningitidis , Pseudomonas aeruginosa, outras especies 
de bacilos Gram-negativos nao fermentadores e Brucella spp. 

Streptococcus viridans, Enterococcus spp. e Staphylococcus spp. 
coagulase negativos (SCN) representam ser, de modo geral, 
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microrganismos menos prevalentes em termos de agentes 
causais de bacteremia verdadeira. Adicionalmente, alguns ti- 
pos de microrganismos estao mais frequentemente associados 
com contaminagao, tais como: Corynebacterium spp., Micrococ¬ 
cus spp., Bacillus spp. e Propionibacterium acnes. 

■ CONSIDERAgOES FINAIS 

1. O numero de hemoculturas positivas em fungao do nu- 
mero total de amostras coletadas (pungoes em diferentes 
sitios) e uma ferramenta muito util para interpretagao 
do significado clinico, pois ao contrario dos casos de pa- 
cientes com bacteremias verdadeiras, os contaminantes 
geralmente crescem somente em uma amostra (quando 
duas ou mais sao obtidas). Portanto, a coleta de uma 
amostra unica deve ser desencorajada, ja que um numero 
substancial de bacteremias pode nao ser detectado e im- 
possibilita a discriminagao de verdadeiros patogenos de 
potenciais contaminantes. 

2. Em casos especificos, onde ha necessidade de coleta por 
meio de dispositivos, tais como cateteres, esta deve ser 
sempre acompanhada de uma ou duas amostras de veia 
periferica para auxiliar na interpretagao do resultado. 

3. Para hemoculturas positivas, com germes potencialmente 
contaminantes, estas devem ser criteriosamente avaliadas, 
incluindo pacientes neonatos e lactentes, pela dificuldade 
de coleta em diferentes sitios anatomicos. 


4. Alguns estudos mostram que mesmo uma unica amostra 
positiva com SCN pode ser indicativa de infec^ao em 
determinadas situates (principalmente associadas a ca¬ 
teter intravascular). 

5. Em pacientes de alto risco, encontrar mais de uma he¬ 
mocultura positiva para bacterias, normalmente conside- 
radas contaminantes como Corynebacterium spp. e Bacillus 
spp., pode ainda ter significado clinico. 

6. Um importante exame a ser realizado em qualquer 
hemocultura sinalizada como positiva e a coloragao de 
Gram, uma vez que as caracteristicas morfotintoriais 
do microrganismo ali evidenciado irao direcionar para 
a antibioticoterapia. Portanto, o resultado parcial de he¬ 
moculturas deve ser considerado de alta prioridade para 
notifica^ao ao medico. 
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■ ASPECTOS GERAIS 
Fisiopatologia 

O tecido do Sistema Nervoso Central (SNC) e muito 
delicado. Por esse motivo, apresenta um elaborado sistema de 
protegao que consiste de quatro estruturas: cranio, meninges, 
liquido cerebroespinhal (liquor) e barreira hematoencefalica 
(BHE). O liquor e um fluido aquoso e incolor que ocupa o 
espago subaracnoideo e as cavidades ventriculares. O aspecto 
do liquor e de um liquido limpido e cristalino, como agua 
de rocha.Tambem e conhecido como liquido cefalorraquiano 
(LCR). Sua fungao primordial e prote^ao mecanica do sis¬ 
tema nervoso central (SNC). O liquor atua no suprimento 
de nutrientes e na remo^ao de residuos metabolicos do te¬ 
cido nervoso. E produzido a uma taxa aproximada de 20 mL 
por hora pelos plexos coroidais. Seu volume total e de 6 a 
60 mL em recem-nascidos, e 140 a 170 mL no adulto. Pro¬ 
duzido pelo plexo coroide e pelo epitelio dos ventriculos e 
espago subaracnoide, o liquido flui dos ventriculos atraves dos 
forames laterals e medial, preenchendo as superficies cerebrais 
e espinhais dentro desse espago. Sua reabsor^ao se da nos vilos 
aracnoides, predominantemente ao longo do seio sagital supe¬ 
rior. Nao e simplesmente um ultrafiltrado do soro: e produ¬ 
zido por filtragao atraves dos capilares coroides e subsequente 
secregao e transporte ativo bidirecional de substancias pelas ce- 
lulas epiteliais coroides. Designa-se barreira hematoencefalica 
uma barreira virtual efetuada pelas trocas bidirecionais entre 
o sangue, o liquor e o cerebro. Essa barreira, completamente 
desenvolvida no adulto, evita a penetra^ao de certas substancias 
como a bilirrubina, que podem ser toxicas ao tecido nervo¬ 
so. Em neonatos (em que a barreira hematoencefalica ainda 
nao esta completamente madura), a presenga de bilirrubina em 
concentrates elevadas (hiperbilirrubinemia) e um problema 
comum, conhecido como ictericia neonatal. 

Epidemiologia e alterapoes clinico-laboratoriais 

Desde o final do seculo XIX a analise do liquido ce- 
falorraquidiano vem sendo significativamente importante 
para o diagnostico de doengas do SNC, entre elas: menin- 
gites, hemorragias, doen^as inflamatorias, doen^as neoplasi- 
cas, doen^as desmielinizantes, esclerose multipla, leucemias, 


linfomas, entre outras. O padrao liquorico nas infecgoes do 
SNC depende de algumas variaveis, como tempo de evolu- 
gao, agente etiologico, atividade imunologica do SNC e inte- 
gridade da BHE. Em linhas gerais existe, em maior ou menor 
grau, aumento da pressao liquorica, aumento do numero de 
celulas e alteragoes de ordem bioquimica. Classicamente, os 
processos infecciosos podem ser divididos, de acordo com o 
periodo de evolugao, em: agudos, subagudos e cronicos. Na 
fase aguda, o LCR mostra uma resposta celular com pleo- 
citose, presenga de neutrofilos e eosinofilos, e uma resposta 
humoral caracterizada pela quebra da BHE e consequente 
aumento dos teores de albumina. Na fase cronica, a resposta 
celular e pouco intensa, a BHE ja se refez e existe produgao 
intratecal de anticorpos especificos com aumento dos teores 
de globulinas y. Alem das caracteristicas gerais e inespecificas, 
o diagnostico de varios agentes infecciosos no LCR pode 
ser feito diretamente, pela detec^ao de antigenos ou particu- 
las genomicas por biologia molecular, aglutina^ao em latex e 
cultura, ou, indiretamente, pela determina^ao de anticorpos, 
por imunofluorescencia indireta, hemaglutina^ao passiva ou 
ensaio imunoenzimatico. 

Nas meningites agudas bacterianas as tres sindromes clas- 
sicas, ou seja, de hipertensao intracraniana, toxemica e de irri- 
ta^ao meningea sao acompanhadas por um liquor de aspecto 
turvo, apresentando pleocitose com predominio ou exclusi- 
vamente a custa de neutrofilos, hiperproteinorraquia e hipo- 
glicorraquia. Mais de 80% das meningites bacterianas agudas 
sao causadas por S. pneumoniae , H. influenzae e N. meningitis , 
sendo que nos recem-nascidos devem ser considerados as en- 
terobacterias e o estreptococo do grupo B. 

O diagnostico etiologico pode ser feito pelo encontro 
do agente etiologico no exame bacterioscopico direto (Co¬ 
lorado de Gram) ou o seu crescimento em meio de cultura 
proprio. A dificuldade reside na sensibilidade de ambos os 
metodos, a qual pode variar de 60% a 85% no exame direto e 
de 70% a 85% na cultura. Alem da visualizagao direta da bac¬ 
teria, pode-se pesquisar a presenga de antigenos bacterianos 
mais comuns por prova do latex. Esse metodo, que alia rapi- 
dez e grande sensibilidade, utiliza particulas de latex marcadas 
com anticorpos bacterianos especificos, que ao contato com 
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uma amostra de LCR contendo antigeno bacteriano reage 
com aglutinagao visivel a olho nu. 

Do ponto de vista clinico, as meningites e as meningoen- 
cefalites virais apresentam sintomatologia mais branda e evo- 
lugao autolimitada. Os virus mais comumente relacionados 
a infec^oes do SNC sao: Enterovirus, Flavivirus, Togavirus, 
Rabdovirus, Paramixovirus, Herpesvirus e adenovirus. Clas- 
sicamente, o liquor nas meningites virais apresenta pleocitose 
menos intensa que nas meningites bacterianas agudas, a con- 
centra^ao de proteinas esta discretamente elevada, e os teores 
de glicose e lactato tendem a ser normais. O echovirus e 
responsavel por cerca de 60% das meningites virais. Algumas 
meningites causadas por enterovirus podem cursar, nas pri- 
meiras 24 horas, com pleocitose a custa de neutrofilos, hiper- 
proteinorraquia pouco mais acentuada, e glicorraquia normal 
ou discretamente diminuida. Nesses casos, cabe ao medico- 
-assistente levar em conta a evolugao do paciente, que tende 
a ser benigna e, em caso de duvida, proceder a uma nova 
analise do LCR em 24 horas, para observar a “virada” para o 
perfil linfomonocitario. Algumas meningites por enterovirus 
podem ser mais precisamente diagnosticadas pela tecnica de 
reagao em cadeia da polimerase (PCR). 

O diagnostico do envolvimento neurologico pelo Myco¬ 
bacterium tuberculosis e dificil, em virtude da baixa sensibilida- 
de dos metodos ditos gold standard , como a micobacteriologia 
direta, pela tecnica de Ziehl-Neelsen, e a cultura em meio de 
Lowenstein-Jensen. Geralmente, o diagnostico e, consequente- 
mente, o tratamento, sao feitos com base nos achados clinicos 
associados a pleocitose liquorica e as alteragoes bioquimicas, 
sobretudo hiperproteinorraquia, hipoglicorraquia, e aumento 
da atividade enzimatica da amino deaminase (ADA) no liquor. 
Metodos que utilizam biologia molecular tern sido testados, 
quer no diagnostico quer no seguimento terapeutico dos pa- 
cientes. Apesar de a especificidade ultrapassar 90%, a sensibi- 
lidade ainda e um pouco decepcionante, algo em tor no de 
50%, nao muito maior que a sensibilidade do exame direto. 
Obviamente, todos os metodos se complementam. O clinico 
deve ter sempre em mente que o diagnostico de envolvimento 
neurologico pelo M. tuberculosis nao deve ser afastado apenas 
porque o exame direto ou o PCR resultaram negativos. 

Por fim, o exame do liquido cefalorraquidiano e de fun¬ 
damental importancia no diagnostico e no seguimento da 
neurossifilis. Assim, na fase ativa, os achados liquoricos sao 
compativeis com um processo inflamatorio, revelando pleo¬ 
citose e aumento da concentragao proteica com hipergama- 
globulinorraquia, sendo frequente e caracteristica a presenga 
de bandas oligoclonais. Os testes imunologicos especificos sao 
utilizados para detectar anticorpos contra o Treponema pallidum, 
sendo pesquisados dois grupos de anticorpos, os nao trepone- 
micos ou reaginas, e os treponemicos. Faz parte do primeiro 
grupo oVDRL e do segundo grupo o FTA Abs (imunofluo- 
rescencia indireta), a hemaglutinagao passiva e o ELISA. A pre- 
senga de uma reagao deVDRL reagente em qualquer titulo e 
considerada como diagnostico de neurossifilis, sendo esse exa¬ 
me usado, habitualmente, como screening. Embora de grande 
especificidade, a sensibilidade do VDRL e baixa, em torno de 


30% a 70%. Os demais testes sao considerados confirmatorios 
quando o VDRL e positivo. Resultados de ELISA inconclu- 
sivos ou indeterminados nao podem indicar um nivel muito 
baixo de anticorpos antitreponemas, ou podem ser devidos a 
fatores nao especificos. Pacientes com neurossifilis, apos trata¬ 
mento especifico, podem apresentar persistencia de reagoes de 
VDRL e de ELISA por meses e anos, sem significado clinico, 
e que e reconhecido como cicatriz imunologica. 

■ METODOS LABORATORIAIS DE 
DIAGNOSTICO 
Colorado de Gram 

A coloragao de Gram classica devera ser efetuada imedia- 
tamente apos a chegada do liquor no laboratorio. Volume e 
aspecto devem ser analisados e reportados. O liquor dever ser 
centrifugado e uma amostra do sedimento corada. Pela rapi- 
dez do resultado e um exame importante em situagoes clinicas 
de urgencia como nas meningites. Em razao de relativa baixa 
sensibilidade, resultados negativos nao excluem a presenga de 
microrganismos que podem ser detectados por cultura. A Co¬ 
lorado de Gram possui sensibilidade de 60% a 85% quando 
realizada de maneira adequada (apos sedimentagao da amostra 
por centrifugado), sendo dependente da quantidade e do tipo 
de bacteria. Para bacterias anaerobias e Listeria essa sensibilida¬ 
de p ode cair para valores inferiores a 50%. 

Metodos de detec<;ao direta de antfgenos 

A meningite bacteriana e uma doenga de alta morbidade 
e mortalidade, sendo o diagnostico laboratorial essencial para 
a melhoria da sobrevida dos pacientes acometidos por esta in- 
fecgao. Pela necessidade de um diagnostico rapido para os casos 
de meningite, os testes para detecgao de antigenos se tornam 
essenciais. No presente capitulo abordaremos apenas os meto¬ 
dos mais utilizados e mais acessiveis aos laboratories de rotina. 

Testes de latex 

Apesar do alto custo, esse tipo de metodo e fundamen¬ 
tal para laboratories que se localizam ou prestam servigo para 
hospitais, especialmente aqueles que tern pronto-atendimento. 

A maioria dos kits disponiveis no mercado possibilita 
a pesquisa de Neisseria meningitidis (sorogrupos A, B, C,Y e 
W135), Streptococcus penumoniae, Haemophilus influenzae e 
Streptococcus agalactiae/Escherichia coli Kl. 

O metodo para realiza^ao dessa pesquisa e relativamente 
simples: uma aliquota de liquor ou soro e diluida em tampao 
e fervida por 30 minutos. Depois, a amostra e centrifugada 
por 5 minutos. Entao, 20 microlitros do sobrenadante e dis- 
tribuido para cada anticorpo e controle em uma placa de 
aglutinagao tradicional pelo latex. As gotas de amostras e rea- 
gentes sao misturadas e colocadas em agitador por 2 minutos. 
A presen^a ou ausencia de aglutinagao e observada sob luz 
intensa. Uma vez que a amostra de LCR ou soro esteja no 
setor de Microbiologia, o tempo total de execugao do exame 
e de aproximadamente 60 minutos. 
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Dentre as vantagens desse metodo estao: a praticidade, a 
rapidez, a pesquisa dos principals agentes etiologicos de me- 
ningites bacterianas, e dispensa o uso de equipamentos para 
leitura. Alem disso, pode detectar antigenos de bacterias em 
culturas negativas (cepas inviaveis). Por outro lado, esse me¬ 
todo nao detecta patogenos menos frequentes, como Listeria 
monocytogenes e Klebsiella pneumoniae, entre outros, tem baixa 
sensibilidade (22% a 100%, dependendo do estudo e do pa- 
togeno), e a leitura do teste pode ser subjetiva (presenga ou 
ausencia de aglutinagao), dependendo da experiencia do ob- 
servador. Alguns autores recomendam que esse teste nao seja 
mais utilizado. Porem, em nossa experiencia pratica em um 
laboratorio central de saude publica, esse teste ainda e impor- 
tante como metodo preliminar em situates de emergencia. 

Ja estao disponiveis no mercado testes para detecgao de N 
meningitidis por imunocromatografia, os quais podem, inclusive, 
diferenciar os principals sorogrupos. Entretanto, esses metodos 
nao tem sido comercializados em nosso pais, e, portanto, nao 
sao utilizados na maioria dos laboratories de rotina do Brasil. 

Metodos moleculares 

A reagao da polimerase em cadeia (PCR convencional), 
e a PCR em Tempo Real (qPCR), tem sido utilizada como 
excelente ferramenta tanto para acelerar o diagnostico labo- 
ratorial das meningites como para aumentar a sensibilidade 
de deteegao do agente etiologico. A sensibilidade varia de 
88% a 100%, e a especificidade e de 100%. Devido a alta sen¬ 
sibilidade, devem ser tornados cuidados especiais com conta¬ 
minates cruzadas, evitando assim falso-positivos. 

Entre as vantagens do PCR esta o tempo reduzido de 
execugao total do teste (90 minutos), a maior sensibilidade 
em relagao a cultura, especialmente em pacientes que ja re- 
ceberam antibioticos, e a possibilidade de pesquisar diversos 
patogenos ao mesmo tempo pela tecnica de PCR Multiplex. 

Embora a correlagao com o prognostico da doenga ainda 
seja incerto, alguns autores tem proposto o uso do PCR em 
Tempo Real quantitativo para determinar a carga microbiana 
e observaram um desfecho desfavoravel da meningite em ca- 
sos com contagens bacterianas elevadas. 

Outro avango importante no diagnostico molecular das 
meningites tem sido alcangado com o langamento de maqui- 
nas integradas, como o PCR automatizado, que possibilita a 
extragao, a amplificagao e a deteegao do produto de PCR em 


um so modulo (BD-MAX® - Becton & Dickinson, Baltimore, 
USA). Embora esse equipamento possa ser utilizado com kits 
comerciais, tambem possibilita o desenvolvimento de metodos 
in house, os quais podem ser adaptados para a pesquisa multi¬ 
plex de patogenos comuns em meningite bacteriana, como 
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus 
influenzae. Em nosso laboratorio tivemos a oportunidade de 
conduzir estudo de validagao desse equipamento, segundo 
protocolo interno, cuja sensibilidade foi de 89%, e especifici¬ 
dade de 100% em relagao ao metodo ja padronizado de qPCR 
Multiplex nao automatizado (dados nao publicados). 

Cultura 

A cultura de LCR e considerada o metodo de referenda 
para o diagnostico das meningites bacterianas, tendo sensibi¬ 
lidade de ate 85% em pacientes com contagem de leucocitos 
acima de 1.000/mm 3 . Ainda, permite que seja realizado o tes¬ 
te de sensibilidade a antibioticos a partir da cepa isolada. As 
cepas de Neisseria meningitidis e Streptococcus pneumoniae po¬ 
dem ser sorotipadas a partir dos isolados, orientando os dados 
epidemiologicos e as medidas de prevengao e controle dessa 
doenga tao grave e preocupante. 

Porem, a sensibilidade desse metodo diminui muito nos 
casos de pacientes que estao recebendo antibioticoterapia, 
podendo ser de 62% a 70%. Entretanto, o uso da cultura de 
LCR e muito restrito ou praticamente nulo nos casos de me¬ 
ningite viral, por protozoarios e ate mesmo em meningites 
fungicas. 

Cada laboratorio pode estabelecer seu proprio procedi- 
mento para realizar a cultura de liquido cefalorraquidiano. 
Porem, alguns requisitos basicos devem ser sempre seguidos, 
como: usar meio de transporte rico (p. ex.: agar chocolate 
inclinado, Transgrow ou T-I) de preferencia contendo C0 9 ; 
sempre fazer a microscopia de Gram; semear em pelo menos 
um meio rico (p. ex.: agar chocolate suplementado e agar 
sangue); e incubar a placa por ate 72 horas em tensao de CO r 

Identificaqao do agente etiologico 

Alem do resultado da coloragao de Gram e dos testes 
rapidos auxiliarem na identificagao presuntiva do patogeno 
envolvido, a analise do crescimento nos meios de cultura 
tambem pode confirmar a suspeita e definir a especie isolada, 
conforme observado naTabela 37.1. 


Tabela 37.1 Identifica^ao presuntiva de N. meningitidis , S. 
cultura e nos resultados da Colorado de Gram. 

pneumoniae e H. influenza baseada no crescimento em meios de 

Crescimento em ACH 

Crescimento em AS 

Coloragao de Gram 

Identificagao presuntiva 

+ 

+ 

Diplococos Gram-positivos 

Streptococcus pneumoniae 

+ 

+ 

Diplococos Gram-negativos 

Neisseria meningitidis 

+ 

- 

Cocobacilos pleomorficos 
Gram-negativos 

Haemophilus influenzae 


A S- agar sangue; ACH - agar chocolate. 
Fonte: Adaptada de Shadid, 2011. 
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Neisseria meningitidis 

O crescimento em agar sangue e/ou chocolate de co¬ 
lonias circulares, umidas e brilhantes, convexas, com bordas 
bem-defmidas, de tamanho pequeno a medio, e oxidase po- 
sitiva, cuja morfologia ao microscopio se apresenta como di- 
plococos Gram-negativos sugere fortemente que o isolado 
seja uma Neisseria meningitidis. As colonias de N. meningitidis 
sao cinza em agar sangue e nao apresentam pigmentos. Em 
agar chocolate as colonias de N. meningitidis se assemelham 
as de H. influenzae. Cabe ressaltar que algumas cepas de N. 
meningitidis nao crescem em agar sangue, apenas em agar cho¬ 
colate. 

A identifica^ao definitiva e possivel atraves das provas de 
oxidagao de agucares, usando como base o agar CTA (Cis- 
tina-Tripticase-Agar). A N. meningitidis fermenta os agucares 
glicose e maltose, mas nao fermenta a sacarose e a lactose. 

Considerando os aspectos epidemiologicos, apos a iden- 
tificagao e importante defmir o sorotipo da cepa isolada. Em- 
bora existam 12 sorogrupos de N. meningitidis, apenas cinco 
sao investigados de rotina: A, B, C,Y e W135. Essa determi- 
nagao pode ser feita a partir da colonia isolada, utilizando a 
metodologia de aglutinagao pelo latex. 

Streptococcus pneumoniae 

Essa bacteria geralmente requer tensao de CO 0 para se 
desenvolver in vitro. Nessas condigoes, apresenta bom desen- 
volvimento, tanto em agar sangue quanto em agar chocolate. 
As colonias se apresentam pequenas, cinza, umidas (eventual- 
mente mucoides), a-hemoliticas (esverdeadas). As colonias 
j ovens de S. pneumoniae sao muito parecidas com as de Strep¬ 
tococcus viridans. Entretanto, em colonias com mais de 24 a 48 
horas de incubagao elas comegam a se tornar achatadas e com 
uma depressao central, conferindo o aspecto de alvo. Uma 
cepa mucoide pode ter um aspecto diferente do descrito an- 
teriormente. O grau de mucosidade varia de acordo com o 
sorotipo. Outros fatores tambem podem influenciar, como o 
uso de meios recentemente produzidos e a atmosfera de in- 
cubagao. Entretanto, as cepas mucoides mantem a capacidade 
de produzir um halo esverdeado de a-hemolise ao redor das 
colonias. 

A identifica^ao presuntiva de S. pneumoniae se da pela 
observagao das caracteristicas acima, somadas a observagao de 
diplococos Gram-positivos, catalase negativa e sensibilidade 
ao disco de optoquina (halo >14 mm), observada em agar 
sangue. 

Para a identificagao confirmatoria de S. pneumoniae pode 
ser necessaria a realizagao do teste da bile solubilidade, prin- 
cipalmente para cepas com suspeitas morfotintoriais dessa es¬ 
pecie, mas com resistencia a optoquina (halo <14 mm) ou 
outros metodos avangados como identifica^ao automatizada, 
PCR ou ate mesmo a confirmagao pelo teste de latex. 

As cepas de S. pneumoniae isoladas do LCR, assim como 
do sangue, podem ser enviadas para laboratories de referenda 
em saude publica para que seja realizada a sorotipagem desses 
isolados. 


Haemophilus influenzae 

Essa especie vem sendo cada vez menos isolada do LCR, 
pelo fato de fazer parte do calendario de vacinagao da popu- 
la^ao brasileira. Entretanto, os casos de meningite por Hae¬ 
mophilus costumam ser muito graves devido a sua virulencia. 

O H. influenzae nao se desenvolve em agar sangue, o que 
torna obrigatorio o uso de agar chocolate suplementado com 
fatores X (hemina) e V (NAD) nas culturas de LCR. Por ou- 
tro lado, isso facilita sua identifica^ao presuntiva, pois entre os 
principais isolados e o unico oxidase negativa que so cresce 
em agar chocolate. Suas colonias sao grandes, lisas, convexas, 
incolores a cinza, e opacas em agar chocolate. As cepas cap- 
suladas geralmente sao mais mucoides, menores, compactas e 
cinza. Nao promovem hemolise ou descolora^ao do meio, mas 
apresentam odor pungente semelhante a indol ou hipoclorito. 

A identifica^ao presuntiva de Haemophilus influenzae e fei¬ 
ta quando se observa um isolado de LCR, que cresce somente 
em agar chocolate e cuja morfologia no Gram e de cocobacilos 
Gram-negativos pleomorficos. A identifica^ao confirmatoria 
pode ser realizada utilizando as provas de oxidase, satelitismo 
e necessidade de fatores X e V para o crescimento. A suspeita 
de H. influenza e confirmada quando temos uma cepa oxidase 
negativa, que precisa de ambos os fatores (X eV) para crescer 
em agar Mueller-Hinton, e cresce somente ao redor da estria 
de Staphylococcus aureus no agar sangue. Detalhes dessas provas 
podem ser obtidos na literatura especializada. 

Outras especies isoladas de LCR 
Recem-natos 

Em pacientes recem-natos deve-se suspeitar de micro- 
-organismos diferentes dos supracitados. Se a microscopia do 
LCR indicar a presenga de estreptococos dois a dois, em ca- 
deias curtas ou longas, a principal hipotese e que se trata de 
Streptococcus agalactiae. Bacteria de alta virulencia e que pode 
causar tambem septicemia e pneumonia no recem-nascido. 
Portanto, em criangas com suspeita de infeegao neonatal, 
alem do LCR pode ser orientada a coleta de amostra de san¬ 
gue e lavado bronquico. As cepas de S. agalactiae se apresen¬ 
tam P-hemoliticas no agar sangue e suas colonias sao maiores 
que as de Streptococcus pyogenes. A prova de CAMP-teste e 
suficiente para identificar esse isolado em recem-natos. Em 
casos de duvida pode ser utilizada a aglutinagao pelo latex. 

Outra especie frequentemente isolada de recem-nato e 
a Listeria monocytogenes. Trata-se de um bacilo Gram-positivo 
curto, que pode ser facilmente confundido com um diplo- 
coco Gram-positivo. Cresce bem em agar sangue, as colonias 
sao pequenas, cinza, e com hemolise discreta, geralmente ob¬ 
servada apenas apos a remogao da colonia do agar. A Liste¬ 
ria e catalase negativa. Sua identificagao presuntiva se define 
quando um BGP curto, com P-hemolise, catalase negativa e 
motilidade tipica em temperatura ambiente (forma de guar- 
da-chuva) e isolado de recem-natos. 

E importante destacar que os achados citoquimicos no 
LCR do paciente com meningite por Listeria pode ser bem 
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diferente do esperado, apresentando baixa celularidade, com 
predommio de mononucleares e proteinas elevadas. 

A Escherichia coli sorotipo K1 e uma bacteria capsulada 
que pode penetrar o LCR de recem-natos e causar meningi- 
te bacteriana aguda com certa frequencia. Seu isolado e mui- 
to tipico e de facil identificagao. A confirmagao do sorotipo 
geralmente e feita pelo teste de aglutinagao pelo latex. 

Meningites pos-cirurgicas 

Traumas cranianos e cirurgias cerebrais geralmente dei- 
xam as meninges e o sistema nervoso central expostos a 
microrganismos que normalmente nao tern capacidade de 
penetrar nessa regiao anatomica. Geralmente esse acesso se 
da pela implanta^ao de um dreno central (shunt), necessario 
para aliviar a pressao intracraniana. Desta maneira, os isolados 
envolvidos nesses casos costumam ser bem diferentes dos de- 
tectados nas meningites comunitarias. 

Dentre as principais especies isoladas podemos citar: Aci- 
netobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseu¬ 
domonas aeruginosa e Proteus mirabilis. 

Com excegao do Acinetobacter baumannii, que pode ser con- 
fundido na microscopia de Gram com uma Neisseria meningitidis, 
pela semelhanca morfologica entre eles, as demais especies sao 
facilmente identificadas em laboratories de rotina. Entretanto, a 
maior preocupagao na deteegao desses isolados e que a maioria 
deles e de origem hospitalar, e, portanto, bacterias multirresisten- 
tes (BMR). Sendo assim, o tratamento dessas meningites pode 
ser um desafio, e o laboratorio deve informar rapidamente a sus- 
peita dessas BMR ao medico-assistente e a CCIH. 

Meningites no paciente imunocomprometido 

O patogeno mais comuns em pacientes imunocompro- 
metidos com meningite bacteriana e o S. pneumoniae, mas 
outros patogenos como L. monocytogenes, E. coli, Salmonella 
spp. e S. aureus tambem sao frequentemente encontrados. 

As duas principais especies envolvidas em infeegoes ati- 
picas do SNC de pacientes HIV/Aids sao o Cryptococcus neo- 
formans e o Mycobacterium tuberculosis. 

O microbiologista deve estar atento para essas suspeitas e 
auxiliar o medico-assistente a formular a hipotese da presenga 
desse agente etiologico em casos cujos resultados citoquimi- 
cos nao sejam compativeis com meningite bacteriana aguda 
e haja presenga de sintomas meningeos como febre, dor de 
cabega, torpor, entre outros. 

A investigagao desses microrganismos atipicos e feita uti- 
lizando metodos especificos como tinta da china e cultura 
em agar Sabouraud no caso da suspeita de Cryptococus neo- 
formans, Colorado de Ziehl e cultura para micobacterias em 
agar Loweinstein ou equivalente para os casos suspeitos de 
M. tuberculosis 

Meningites virais 

As meningites virais tern um prognostico mais favoravel, e 
seu diagnostico geralmente e estabelecido por alteragoes me- 
nos acentuadas nos exames citoquimicos, ausencia de bacterias 
no Gram, exames de detec^ao de antigenos e cultura negativos. 
Ou seja: trata-se de um diagnostico incompleto, por exclusao. 


Com o recente avango tecnologico das metodologias de 
PCR em tempo real e sua popularizagao nos laboratories 
de Saude Publica e nos laboratories de grande porte, as me¬ 
ningites virais tern sido pesquisadas por esse metodo. Essas 
tecnologias estao abordadas em outro capitulo desta segao 
(Capitulo 12 - Metodos Moleculares) 
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O laboratorio clinico tem um papel relevante no contro- 
le de infecgoes em instituigoes de saude e, para que este seja 
bem realizado, faz-se necessario um trabalho conjunto entre 
o laboratorio e o Servigo de Controle de Infec^oes (SCI). 
Essa relagao e muito especial. Cada institui^ao tem suas parti- 
cularidades, e o laboratorio deve estar atento as necessidades 
especificas. Culturas de vigilancia sempre foram um com- 
ponente nessa relagao laboratorio-SCI e, mais recentemente, 
a necessidade de culturas de vigilancia dirigidas a detec^ao 
de portadores de microrganismos multirresistentes tem se in- 
tensificado. Institutes de saude tem enfrentado problemas 
com microrganismos multirresistentes de maneira crescente, 
e entre as estrategias de controle das infecgoes causadas por 
esses microrganismos encontram-se as culturas de vigilancia 
em pacientes carreadores. Em conjunto com o laboratorio 
clinico, o SCI deve determinar quais combina^oes de mi¬ 
cro rganismo-perfil de resistencia devem ser investigados. Para 
atender a essa demanda, laboratories clinicos tem de estabe- 
lecer rotinas adequadas e eficientes para detectar microrga¬ 
nismos com um perfil de resistencia especifico. Na busca de 
metodos mais sensiveis, baratos, e que produzam resultados 
mais rapidos, ha uma intensa investigagao sobre esse tema. 

Alem da pesquisa de microrganismos multirresistentes 
em pacientes potencialmente portadores, o laboratorio cli¬ 
nico e, por vezes, requisitado a realizar pesquisas em tra- 
balhadores da saude e de ambiente hospitalar. No entanto, 
para que esse tipo de pesquisa seja mais bem-direcionado, 
e necessario o estabelecimento de estrategias especificas 
para reconhecimento de fontes, em casos de investigagao 
de surtos, e as consecutivas a^oes decorrentes destas. Duas 
questoes merecem destaque nesse contexto: primeiramen- 
te, encontrar a cepa relacionada ao surto em determinados 
sitios anatomicos de profissionais de saude, tais como maos 
e narinas, nao permite reconhecer a dire^ao da transmissao 
e nao determina que o profissional seja a fonte do surto; e, 
em segundo lugar, a busca deve ser direcionada a profissio¬ 
nais potencialmente implicados. Culturas realizadas indis- 
criminadamente levam a resultados pouco confiaveis, que 
pobremente contribuem para elucidar o surto. Por fim, e 
necessario considerar que, controlado o surto, as atividades 
devem ser suspensas. 


Culturas de algumas fontes ambientais (superficies, equi- 
pamentos, agua, alimento, ar, leite materno) sao utilizadas em 
algumas instituigoes para fmalidades especificas. O ambiente 
hospitalar pode servir como fonte de disseminagao de mi¬ 
crorganismos, contudo procedimentos para deteegao devem 
ficar restritos a situagoes especiais, como monitoramento 
biologico de processos de esterilizagao e culturas de agua de 
dialise e hemodialise. Avaliagao microbiologica da efetividade 
de processos de limpeza e desinfec^ao deve ser empregada 
muito seletivamente (para enterococos resistentes a vancomi- 
cina e bastonetes Gram-negativos produtores de carbapene- 
mases, por exemplo). Analise do ar para deteegao de esporos 
de fungos pode fazer parte de investigates especiais envol- 
vendo pacientes altamente imunocomprometidos. Em geral, 
o laboratorio clinico nao conta com as melhores ferramentas 
para culturas de fontes ambientais e direcionar essas ativida¬ 
des a laboratories especializados em microbiologia ambiental 
produz resultados mais confiaveis. 

Feitas essas consideragoes iniciais, este capitulo sera dire- 
cionado a culturas de vigilancia em pacientes potencialmente 
portadores de microrganismos multirresistentes: Staphylococcus 
aureus resistentes a meticilina, enterococos resistentes a van- 
comicina, e enterobacterias resistentes aos carbapenemicos. 

■ STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTES A 
METICILINA (MRSA) EM PORTADORES 

O microrganismo e a resistencia 

MRSA e um microrganismo frequentemente implicado 
em infec^oes associadas a cuidados de saude. A resistencia e 
devida a produ^ao de uma proteina ligadora de penicilina, 
com baixa afinidade aos betalactamicos. Esta caracteristica e 
conferida pela aquisigao do gene mecA, embora outros meca- 
nismos, de menor prevalencia, possam estar envoividos. 

■ POR QUE PESQUISAR MRSA? 

A transmissao de MRSA entre pacientes de uma mes- 
ma instituigao e entre instituigoes e bem-documentada por 
tecnicas de epidemiologia molecular. Estudos demonstraram 
que a realizagao de culturas de vigilancia dirigidas a detec^ao 
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de portadores com consequente uso de precaugoes de con- 
tato, levaram a redugao significativa de indices de pacientes 
colonizados e infectados por MRSA. Alem da utiliza^ao de 
precau^oes de contato direcionadas a pacientes com MRSA, 
a detecgao de portadores de MRSA permite a execu^ao de 
uma estrategia do tipo search and destroy, ou seja, o portador e 
reconhecido e o microrganismo e erradicado mediante pro- 
cedimentos especificos. Assim, eliminado o estagio de porta¬ 
dor, e possivel impedir a transmissao do agente para outros 
pacientes. A estrategia e particularmente recomendada para 
MRSA por uma combinagao de fatores: 1) o microrganismo 
e encontrado na pele (ou, mais precisamente, no vestibulo 
nasal) e pode ser buscado em especimes de facil obtengao 
(swab nasal, por exemplo); 2) e possivel implementar proce- 
dimentos de descolonizagao, com base em tratamento com 
pomada de mupirocina intranasal e banhos de antissepticos 
como a clorexidina. Por fim, a erradicagao pode ser verifica- 
da mediante culturas pos-descolonizagao. Desta forma, para 
vigilancia de portadores de MRSA e possivel estabelecer uma 
cadeia de procedimentos que resultam na diminuigao da co- 
lonizagao e da transmissao. 

■ ONDE BUSCAR MRSA? 

Culturas de swabs de vestibulo nasal de potenciais por¬ 
tadores estao na base dos programas de vigilancia de MRSA. 
Alem de ser uma amostra de facil obtengao, esse sitio e tradi- 
cionalmente associado a coloniza^ao por Staphylococcus aureus. 
Investigates mais recentes indicam que outros sitios podem 
tambem conter MRSA. Ainda, uma proporgao de pacientes 
com culturas positivas para sitios extranasais podem apresen- 
tar resultados negativos para MRSA na amostra do vestibulo 
nasal. Essas observances sugerem que individuos colonizados 
exclusivamente em sitios extranasais podem representar um 
importante reservatorio nao reconhecido de MRSA em hos¬ 
pitals. Uma revisao sistematica recentemente publicada in- 
dicou que triagem extranasal para MRSA pode aumentar o 
rendimento em aproximadamente um tergo em relagao ao 
vestibulo nasal isoladamente. Culturas de sitios como orofa- 
ringe, reto, feridas e axilas aumentam o rendimento da detec- 
gao de portadores de MRSA. 

■ COMO DEVE SER FEITA A CULTURA PARA 
MRSA? 

A detec^ao de MRSA em portadores para fins de vigi¬ 
lancia obedece aos principios basicos das culturas feitas den- 
tro do enfoque clinico. Contudo, a utilizagao de meios de 
cultura cromogenicos aumenta significativamente a detec^ao 
de MRSA. Um meio de cultura ideal para detecgao de porta¬ 
dores de MRSA deve apresentar caracteristicas basicas como: 

1) algum componente que iniba outros microrganismos, per- 
mitindo a utilizagao em locais com uma microbiota variada; 

2) adigao de oxacilina ou outro betalactamico para selecionar 
os estafilococos resistentes; 3) a presenga de um componente 
indicador, com um padrao de cor especifico para reconheci- 


mento de S. aureus. Ha meios de cultura comercialmente dis- 
poniveis que atendem a essas necessidades. Alem do aumento 
no rendimento, meios cromogenicos diminuem a carga de 
trabalho, o gasto com insumos relacionados, e o tempo de 
detec^ao de MRSA. 

■ ENTEROCOCOS RESISTENTES A 
VANCOMICINA (VRE) 

O microrganismo e a resistencia 

O genero Enterococcus apresenta especies de interesse cli¬ 
nico como Enterococcus faecalis e E.faecium. Podem causar uma 
variedade de infec^oes (urinarias, bacteremias, sitios cirurgi- 
cos), em geral atuando como oportunistas. Enterococos sao 
intrinsecamente resistentes a varios antimicrobianos, todavia a 
resistencia adquirida a vancomicina e de especial importancia 
em infecgoes associadas a cuidados de saude. Diversos genes 
podem conferir resistencia a vancomicina entre enterococos e 
destacam-se os genes van A e vanB. No Brasil, tanto E. faecalis 
quanto E.faecium tern sido responsaveis por surtos de infec^oes 
em diferentes localidades ha mais de uma decada. 

■ POR QUE PESQUISAR VRE? 

Tecnicas de epidemiologia molecular tern dado suporte 
ao conceito de transmissao deVRE entre institui^oes de todo 
o mundo. A exposigao aos antimicrobianos e considerada um 
fator de risco para aquisi^ao de VRE. Por outro lado, quanto 
maior a presenga de coloniza^ao por VRE, maior a chance de 
transmissao cruzada. Deste modo, agoes focadas na prevengao 
de infecgoes cruzadas (no caso, precaugoes de contato) tern 
maior impacto do que, por exemplo, medidas direcionadas 
ao controle do uso de antimicrobianos. Essas agoes envolvem 
o reconhecimento de pacientes que se encontram na condi- 
gao de portadores deVRE. E necessario reconhecer que, ao 
contrario de MRSA, em que o estado de portador pode ser 
eliminado pela ado^ao de medidas de descolonizagao, para 
VRE nao ha procedimentos validados para este fim. 

■ ONDE BUSCAR VRE? 

Embora possa ser encontrado em outros sitios, entero¬ 
cocos habitam o intestino humano como integrantes da mi¬ 
crobiota normal. VRE devem ser buscados nas fezes ou, por 
maior conveniencia, em swabs retais. 

■ COMO DEVE SER FEITA A CULTURA PARA 
VRE? 

Assim como na detecgao de MRSA, a busca de porta¬ 
dores deVRE para fins de vigilancia obedece aos principios 
basicos das culturas feitas dentro de um enfoque clinico. A 
combinagao de inibidores para outros microrganismos e indi- 
cadores da presenga deVRE facilita a detecgao desses micror¬ 
ganismos, sendo especialmente pela natureza polimicrobiana 
do local da pesquisa deVRE. Meios de cultura cromogeni- 
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cos encontram-se comercialmente dispomveis e aumentam 
significativamente a detec^ao de VRE e diminuem a carga 
de trabalho, o tempo de detec^ao e os gastos com outros 
insumos. 

■ ENTEROBACTERIAS RESISTENTES AOS 
CARBAPENEMICOS (ERC) 

O microrganismo e a resistencia 

A emergencia de ERC tern provocado uma preocupa^ao 
global. As limitagoes para tratamento das infec^oes causadas 
por esses microrganismos e a mortalidade decorrente sao o 
produto final de um processo. Diferentes carbapenemases 
produzidas por enterobacterias ja foram descritas, com des- 
taque para os tipos IMP, VIM e NDM (metalobetalactases), 
OXA e KPC. Os genes responsaveis pela sintese dessas enzi- 
mas sao facilmente transmitidos por intermedio de elementos 
geneticos moveis, como plasmideos e transposons. ERC sao 
disseminadas internacionalmente e seu controle tern se re- 
velado particularmente dificil. As medidas para controle da 
disseminagao de ERC ainda nao estao bem-estabelecidas, 
embora a vigilancia de portadores seja reconhecida como um 
componente importante do processo. 

E necessario considerar que a emergencia de ERC nao 
e um fenomeno isolado. Antes da existencia de ERC, outros 
microrganismos Gram-negativos, como bastonetes Gram- 
-negativos nao fermentadores da glicose (Pseudomonas e 
Acinetobacte r) pan e multirresistentes ja causavam (e ainda 
causam) grandes problemas no ambito hospitalar. Uma va- 
riedade de enzimas e reconhecida entre esses microrganis¬ 
mos, havendo, ainda, a coexistencia de outros mecanismos 
de resistencia, como impermeabilidade e sistemas de efluxo. 
Entre as enterobacterias, as produtoras de betalactamases de 
espectro ampliado (ESBL) sao tambem reconhecidas e me- 
recem mengao. 

■ POR QUE PESQUISAR ERC? 

A ocorrencia de ERC no Brasil e bem-documentada, 
sendo devida a diferentes enzimas (KPC, OXA-48 e NDM), 
em diferentes generos e especies bacterianas, e em diferen¬ 
tes regioes do pais. O reconhecimento por parte da Agenda 
Nacional de Vigilancia Nacional (Anvisa) da gravidade do 
problema apontou para a necessidade de controle da disse- 
mina^ao de ERC. Em abril de 2013, a Anvisa emitiu a Nota 
Tecnica “Medidas de Prevengao e Controle de Infec^oes por 
Enterobacterias Multirresistentes” (NT01/2013) que estabe- 
leceu, entre outros aspectos, medidas para a detec^ao precoce 
de pacientes colonizados. 

■ ONDE BUSCAR ERC? 

Swab retal ou fezes sao usados para a pesquisa de ERC 
em portadores. Dados de um estudo indicam que a realizagao 
de culturas de swabs inguinais aumenta a detecgao de porta¬ 
dores de enterobacterias produtoras de KPC. 


■ COMO DEVE SER FEITA A CULTURA PARA 
ERC? 

O procedimento descrito na NT 01/2013 e baseado nas 
recomenda^oes do Centers for Disease Control and Preven¬ 
tion. Envolve uma etapa de enriquecimento em caldo sele- 
tivo seguida de subcultivo em meio solido. Resumidamente, 
um tubo contendo 10 mL de caldo (soja tripticaseina ou brain 
hearth infusion) contendo um disco de 10 pg de ertapenem e 
inoculado. Apos 12 a 18 horas de incubagao a 36 °C, o mate¬ 
rial e subcultivado em agar MacConkey por esgotamento. A 
superficie da placa semeada sao acrescentados discos de erta- 
pemem, no inicio e no final das estrias. Apos incuba^ao por 18 
a 24 horas a 36 °C a placa e inspecionada. A seguir, sao usados 
testes fenotipicos para comprovagao da presenga de ERC. 

As recomendagoes da NT01/2013 sao simples, de facil 
execugao, e podem ser seguidas em qualquer laboratorio cli- 
nico. Contudo, ha interesse na busca de procedimentos que 
tornem o processo mais simples, acurado, barato e com me- 
nor tempo de execugao. Essas investigates incluem a utili- 
zagao de meios alternativos, tanto home made (em geral com 
acrescimo de antimicrobianos que aumentem a seletividade) 
quanto comercializados (diferentes meios cromogenicos es¬ 
tao aqui incluidos). Por ser um tema de investigagao recente, 
nao e ainda possivel atribuir a algum desses procedimentos 
alternativos uma superioridade defmitiva em relagao aos re- 
comendados na NT01/2003 na detec^ao de ERC. Convem 
destacar que o desempenho desses procedimentos alternati¬ 
vos pode variar com o microrganismo e o padrao de resis¬ 
tencia predominante em uma instituigao especifica. Portanto, 
a adogao de um procedimento alternativo deve ser emba- 
sada em estudo de validagao que tenha como referenda a 
NT01/2013. 

■ CONSIDERAQOES FINAIS 

Microrganismos multirresistentes, como MRSA, VRE 
e ERC constituem-se em importante problema de saude 
publica global. Esforgos para impedir a disseminagao desses 
agentes incluem a detec^ao de portadores entre pacientes de 
risco, por intermedio de culturas de vigilancia. O laboratorio 
clinico e um componente central nesse processo, e um entro- 
samento com o SCI e fundamental para o estabelecimento de 
estrategias e o aproveitamento dos dados produzidos. 
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■ INTRODUgAO 

A primeira decada do seculo XXI se caracterizou pela 
redugao significativa dos investimentos na descoberta de no- 
vos antimicrobianos, particularmente aqueles ativos contra 
bacilos Gram-negativos, e pela emergencia de enterobacterias 
produtoras de carbapenemases. Essas enzimas sao capazes de 
degradar eficientemente os carbapenemicos, antimicrobianos 
amplamente utilizados no tratamento empirico de infec^oes 
graves. Nesse cenario, os testes de sensibilidade aos antimicro¬ 
bianos (antibioticos e quimioterapicos) tern papel fundamen¬ 
tal no ajuste da conduta terapeutica. Os testes de sensibilidade 
aos antimicrobianos, tambem denominados antibiogramas, 
visam a avaliar in vitro a interagao do antimicrobiano com a 
bacteria, tendo como objetivo principal determinar se uma 
bacteria e capaz de expressar resistencia aos agentes utilizaveis 
para tratamento da infec^ao. Sendo a resistencia intrinseca 
conhecida para a maioria dos organismos, os testes sao desen- 
volvidos para detectar resistencia adquirida. Desse modo, o 
teste e util para bacterias com perfil de sensibilidade variavel, 
sendo desnecessario para algumas combinagoes para as quais 
nao tern sido detectada resistencia, a exemplo de Streptococcus 
pyogenes e penicilina. 

E importante salientar que os testes sao uma medida in 
vitro e que o resultado final da utilizagao de um agente anti¬ 
microbiano depende da interagao de tres fatores: o paciente, a 
bacteria e o antimicrobiano. O antibiograma reflete primor- 
dialmente duas variaveis: o farmaco e a bacteria, sem levar em 
considerably, na maioria das vezes, os aspectos clinicos que 
acompanham o processo infeccioso, por exemplo, a concen- 
tragao do antimicrobiano atingida no sitio infeccioso ou o 
estado imunologico do paciente. A questao da concentragao 
no sitio infeccioso e particularmente notada no caso do trato 
urinario, pois, uma vez que alguns antibioticos sao fisiologi- 
camente ali concentrados, os resultados do teste (padroniza- 
dos para concentrates sanguineas do farmaco) podem nao 
ter correspondence clinica. O melhor exemplo e quando o 


teste apresenta resultado resistente em isolados de infec^oes 
do trato urinario e ha resposta clinica. 

Os resultados do teste tern alto valor preditivo negati- 
vo, mas valor preditivo positivo baixo, ou seja, resultados de 
sensibilidade nao sao absolutos, especialmente porque o teste 
nao detecta todos os tipos de resistencia. Porem, um resul¬ 
tado “resistente” no antibiograma diminui drasticamente as 
chances de sucesso clinico. Ha alguns anos o Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) introduziu o conceito 
de sensibilidade dose-dependente para interpretagao dos tes¬ 
tes de sensibilidade para cefepima.Tal conceito ja era aplica- 
do para algumas especies de Candida ao testar azolicos. Essa 
categoria indica que a sensibilidade e dependente da dose 
utilizada no tratamento. Considerando que a categoria in¬ 
termediary tern conceito muito similar, e que todos os be- 
talactamicos, em particular os carbapenemicos, tambem tern 
resposta dependente da dose utilizada, e recomendavel seguir 
as recomendagoes do BrCAST (Comite Brasileiro de Tes¬ 
tes de Sensibilidade - Brazilian Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing) que nao utiliza esta categoria, que do 
nosso ponto de vista, parece ser apenas um complicador adi- 
cional para o clinico ao interpretar antibiogramas. 

Os metodos moleculares atualmente disponiveis detec- 
tam genes de resistencia; portanto, sao capazes de predizer 
apenas a resistencia e nao a sensibilidade. Por esse motivo, nao 
sao considerados testes de sensibilidade e nao serao tratados 
neste capitulo. 

■ METODOS DISPONIVEIS PARA AVALIAR 
A SENSIBILIDADE BACTERIANA AOS 
ANTIMICROBIANOS 

Varias metodologias de testes de sensibilidade foram pa- 
dronizadas por comites internacionais. O CLSI e o EUCAST 
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes¬ 
ting) tern metodologias semelhantes, mas diferem quanto a 
potencia de alguns discos de sensibilidade e criterios inter- 
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pretativos. Ate o momento da reda^ao deste texto ainda nao 
ha legislate que defina qual comite os laboratories clinicos 
brasileiros devem utilizar. Nesse sentido, ha uma heteroge- 
neidade quanto a padronizagao dos testes de sensibilidade. 
Visando a padronizagao dos destes de sensibilidade aos anti- 
microbianos, a SB AC, SBI, SBM e SBPC-ML assinaram um 
acordo de cooperate tecnica criando o BrCAST - Comite 
Brasileiro de Testes de Sensibilidade Antimicrobiana - “Bra¬ 
zilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” - , 
em 2013. O BrCAST e reconhecido pelo EUCAST como 
o comite oficial de testes de sensibilidade do Brasil, e tern 
autorizagao do EUCAST para traduzir todos os documentos 
para Portugues. Todos os documentos necessarios para a im- 
plementa^ao do EUCAST/BrCAST estao disponiveis gra- 
tuitamente no enderego eletronico www.brcast.org.br e sao 
atualizados anualmente. O BrCAST tern interagido com o 
Ministerio da Saude e com a Agenda Nacional deVigilancia 
Sanitaria para que haja uma legislate que defina as nor mas 
do EUCAST/BrCAST como o padrao a ser seguido em to¬ 
dos os laboratories clinicos no Brasil. 

Apesar dos documentos do CLSI terem ate o momento 
maior uso pelos laboratories no Brasil, tern sido necessaria a 
complementagao com pontos de corte estabelecidos no EU¬ 
CAST/BrCAST. Os exemplos mais criticos sao tigeciclina e 
polimixinas ao testar Enterobacterales , antimicrobianos para os 
quais nao ha pontos de corte definidos no CLSI, mas ape- 
nas no EUCAST/BrCAST. Outro exemplo e a fosfomicina: 
apenas no EUCAST/BrCAST ha definite de pontos de 
corte para utilizagao da forma intravenosa. Os documentos 
desses comites contem tabelas para interpretagao dos testes 
e sugestao de agentes a serem utilizados para bacterias fasti- 
diosas e nao fastidiosas, incluindo comentarios relacionados a 


terapia e a precaugoes especiais de interpretagao. Nas tabelas 
do CLSI os agentes sugeridos para os testes sao divididos em 
grupos de prioridade: grupo A (devem ser testados e relatados 
de rotina), grupo B (devem ser testados de rotina e relatados 
seletivamente), e grupo C (suplementar para utilizagao em 
casos especiais e bacterias muito resistentes). Alem desses, ha 
um grupo de agentes recomendados para bacterias isoladas 
do trato urinario (grupo U). 

Entre os metodos disponiveis para avaHar a resistencia bacte- 
riana, sao mais utilizados, no laboratorio clinico, os metodos que 
medem a atividade de um ou mais agentes diretamente contra a 
bacteria isolada, que pode ser qualitative ou quantitative. 

O metodo qualitative mais utilizado e o de disco-di- 
fusao, tambem conhecido pelo nome de seus criadores, Kirby 
e Bauer. Essa tecnica utiliza discos de papel de filtro com 
diametro de 6 mm impregnados com concentrates fixas de 
antimicrobianos. Os halos de inibigao sao aferidos e cate- 
gorizados como: “sensivel” (“S”), “inter mediario” (“I”), ou 
“resistente” (“R”) conforme tabelas publicadas pelos comites, 
a exemplo daquelas disponiveis nos enderegos: www.brcast. 
org.br ; www.eucast.org.br;www.clsi.com (Tabela 39.1). 

Os metodos quantitativos determinam a concentrate 
inibitoria minima (CIM), ou seja, a menor concentrate do 
antibiotico capaz de inibir o crescimento bacteriano. O resul- 
tado reflete a concentrate do farmaco necessaria para inibir o 
crescimento da bacteria em mg/L (ou jag/mL). Essas concen¬ 
trates podem ser avaliadas de forma absoluta ou interpretadas 
como os resultados categorizados anteriormente (Tabela 39.1). 

A categoria “sensivel” indica que a concentrate atingi- 
da pelo antimicrobiano no sitio da infeegao (sangue), apos dose 
usual, e maior do que a concentragao necessaria para inibir 
o crescimento daquela bacteria, ou seja, a infeegao pode ser 


Tabela 39.1 Exemplo de estrutura de tabela utilizada pelo BrCAST-EUCAST. 


Penicilinas 1 

Ponto de corte p/ 

CIM (mg/L) 

Conteudo do 
disco (jL/g) 

Ponto de corte p/ 
diametro do halo (mm) 


s< 

1 

R > 


S> 

1 R < 

Ampicilina 

8 1 

- 

>8 

10 

14 A3 

<14 B 

Ampicilina-sulbactam 

8 1 ' 2 

- 

>8 2 

10-10 

14 AB 

<14 B 

Amoxicilina 

8 1 

- 

>8 

- 

Nota c 

Nota c 

Amoxicilina-acido clavulanico 

8 13 

- 

>8 3 

20-10 

19 A,B 

<19 B 

Amoxicilina-acido clavulanico, apenas 
para Infecgao do trato urinario (ITU) nao 
complicada 

32 1 - 3 

“ 

>32 3 

20-10 

16 AB 

<16 B 

Piperacilina-tazobactam 

8 4 

16 

>1 6 4 

30-6 

20 

17-19 <17 

Fonte: www.brcast.org.br 
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tratada com a dose recomendada para o caso. Na categoria 
“resistente”, a concentragao atingida pelo antimicrobiano no 
sangue e menor do que a necessaria para inibir o crescimento, 
ou seja, a infecgao provavelmente nao sera debelada pela con- 
centragao alcangada por aquele agente. A categoria “interme- 
diario” significa que a concentragao do antibiotico necessaria 
para inibir o crescimento bacteriano se aproxima dos niveis 
sanguineos atingiveis pelo antimicrobiano, indicando que a in- 
fec^ao pelo agente isolado pode ser tratada em sitios corporeos 
em que a droga e fisiologicamente concentrada ou quando 
uma dosagem alta pode ser usada. Essa categoria tambem serve 
para minimizar variabilidades de medigao inerentes ao metodo 
que poderiam causar discrepancias na interpretagao. Outras ca- 
tegorias como “sensivel dose-dependente” (como mencionado 
acima) e “nao sensivel” tambem sao utilizadas pelo CLSI em 
situagoes particulares. 

■ TESTE DE SENSI Bl LI DADE POR 
DISCO-DIFUSAO 

O metodo de disco-difusao avalia a resposta da bacteria 
diante de um gradiente circular gerado por um disco conten- 
do antimicrobiano. A interpreta^ao do diametro do halo de 
inibi^ao e definida correlacionando-se com os niveis sericos 
atingidos apos doses usuais em pacientes em condigoes de 
normalidade. 

No metodo de disco-difusao, um inoculo padronizado 
da bacteria, obtido a partir de crescimento recente em meio 
nao seletivo, preparado em solu^ao salina a 0,85% esteril, e 
com turbidez equivalente ao padrao 0,5 da escala de McFar¬ 
land (o que equivale a 1,5 x 10 8 Unidades Formadoras de 
Colonias - UFC/mL), e semeado em placa contendo meio 
de cultura especifico. O meio padronizado e o agar Muel- 
ler-Hinton, sem suplementa^ao para a maioria dos bacilos 
Gram-negativos, Staphylococcus e Enterococcus; com suplemen- 
tagao com sangue de carneiro ou de cavalo para Streptococcus. 
No caso de Haemophilus utiliza-se o meio de HTM (CLSI) ou 
o MH-F (Mueller-Hinton com sangue de cavalo e P-NAD) 
(EUCAST/BrCAST). Tres aspectos essenciais sao o pH do 
meio (7,2 a 7,4), a espessura (4 mm) e a concentragao de 
cations divalentes. Apos evaporagao do excesso de umidade, 
os discos de antimicrobianos a serem testados sao aplicados na 
superficie do meio de cultura. Apos incuba^ao (16 a 20 horas 
a 35 °C ± 1 °C em ar ambiente para microrganismos nao 
exigentes, e em 5% de CO 0 para os exigentes), o diametro 
do halo de inibi^ao do crescimento bacteriano, porventura 
formada ao redor do disco, e aferido em milimetros. Essa me- 
dida e interpretada, conforme as tabelas dos documentos de 
padronizagao (CLSI ou EUCAST/BrCAST), como “R”,‘T” 
ou “S”, conforme mencionado acima. 

O teste tern diversas variaveis. Portanto, a utilizagao regu¬ 
lar (pelo menos semanal) de cepas de controle de qualidade e 
essencial para validagao e garantia da qualidade dos resultados 


(os detalhes dos procedimentos de controle de qualidade do 
antibiograma serao apresentados em outro capitulo se refe- 
rem ao CLSI). Os detalhes de procedimentos de controle de 
qualidade segundo o BrCAST/EUCAST estao disponiveis 
no enderego www.brcast.org.br. Para garantir resultados ade- 
quados, condigoes analiticas relacionadas a meio de cultura, 
pH e incubagao devem ser padronizadas. Embora fundamen¬ 
tal, isso confere algumas limitagoes, como a impossibilida- 
de de o teste lab orator ial mimetizar o ambiente de infecgao 
em que bacteria e antibiotico irao interagir, alem de fatores 
particulares do paciente, tais como: inoculo bacteriano, pH, 
atmosfera e concentragao de cations, os quais podem diferir 
significativamente, dependendo do sitio de infec^ao. Apesar 
das limitagoes, o teste fornece dados valiosos que, em conjun- 
to com outras informagoes diagnosticas,permitem otimizar a 
terapia antimicrobiana. 

■ METODOS DE DILUigAO 

Os metodos de dilui^ao sao desenvolvidos para determi- 
nar (quantificar) a menor concentragao do antimicrobiano ca- 
paz de impedir o crescimento in vitro do microrganismo. Essa 
diluigao pode ser realizada em caldo Mueller-Hinton ou em 
agar Mueller-Hinton. A diluigao em caldo pode ser feita com 
volume de 1 mL ou mais (macrodiluigao), ou com volume de 
ate 0,1 mL (microdiluigao). Sao preparadas dilui^oes seriadas 
do antimicrobiano e um mesmo volume de suspensao bac- 
teriana padronizada, obtida a partir de crescimento recente, e 
adicionada a cada um dos tubos/pogos. No caso da diluigao 
em agar pode-se utilizar um replicador de Steers, que permite 
inocular simultanemante ate 24 suspensoes. Apos incuba^ao, 
a menor concentragao do antimicrobiano capaz de inibir o 
crescimento bacteriano corresponde a concentragao inibitoria 
minima (CIM) (Figura 39.1), que pode ser categorizada como 
“S”,‘T’e “R”. Essa tecnica e considerada padrao de referenda 
para avaliagao da sensibilidade aos antimicrobianos. 

A CIM deve ser determinada para antimicrobianos para 
os quais, embora exista um ponto de corte estabelecido, o 
teste de disco-difusao nao e recomendado, a exemplo de po- 
limixinas para bacilos Gram-negativos e vancomicina para 
Staphylococcus spp. Por se tratar de um metodo quantitative, 
ele pode fornecer informagoes adicionais ao clinico, que po¬ 
dem contribuir na decisao da melhor terapeutica, sobretu- 
do para pacientes graves e/ou com infec^oes por bacterias 
multirresistentes, situagao na qual o numero de opgoes tera- 
peuticas e extremamente limitado. Contudo, a interpretagao 
da CIM e a aplicagao dessa informagao na terapeutica do 
paciente dependem fundamentalmente do conhecimento 
dos padroes farmacocineticos e farmacodinamicos dos anti¬ 
microbianos. O melhor exemplo disso e a avaliagao das CIMs 
para carbapenemicos em enterobacterias produtoras de car- 
bapenemases, como auxilio na decisao de manter ou nao o 
carbapenemico em terapia combinada. 
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Figura 39.1 Tecnica de microdiluigao em caldo para determinagao de concentragao inibitoria minima. Amostra bacteriana testada em du- 
plicada para polimixina B; valor da CIM = 1 pg/mL.“CC” = pogo com controle de crescimento;“CE” = pogo com controle de esterilidade; 
valores numericos = concentragao do antibiotico (pg/mL) em cada pogo. 


■ METODO DE GRADIENTE DE 
CONCENTRAgAO EM FITA 

Os metodos que utilizam gradiente de concentragao de 
antibiotico sao metodos de determinagao da CIM, os quais 
utilizam uma fita plastica ou de papel de filtro que apresen- 
ta, de um lado uma escala de CIM em mg/L e, de outro, 
um gradiente de concentragao do antimicrobiano. Depen- 
dendo do antimicrobiano, a concentragao varia de 0,0016 a 
256 mg/L ou de 0,002 a 32 mg/L. Embora esse metodo 
permita a determinagao da CIM, a sua forma de realizagao 
e tao simples quanto a tecnica de disco-difusao. Atualmente, 
os metodos de gradiente de concentragao em fita comer- 
cialmente disponiveis no Brasil sao o Etest® (BioMerieux), o 
M.I.C.E.® (OXOID) e as fitas da Liofilchem®. 

A CIM e indicada pela intersegao da inibigao do cres- 
cimento bacteriano com a fita. Nao havendo intersegao, re- 
porta-se a CIM como superior ao valor mais alto da fita. Se a 
intersegao estiver abaixo da menor concentragao do antibioti¬ 
co presente na fita, reporta-se a CIM como igual ou inferior a 
este valor. Os criterios de interpretagao utilizados sao os mes- 
mos empregados para os metodos dilucionais. Nesse aspecto 
deve-se tomar cuidado ao reportar os resultados. Como algu- 
mas fitas tern escalas que incluem valores que nao constam nas 
tabelas disponiveis atualmente (CLSI e EUCAST/BrCAST), 
deve ser feito arredondamento para o valor imediatamente su¬ 
perior aquele detectado. Por exemplo, uma CIM de 1,5 mg/L 
para vancomicina obtida por gradiente em fita deve ser inter- 
pretada nas tabelas do CLSI ou EUCAST/BrCAST como 2 
mg/L. A logica da conduta baseia-se na admissao de que a pre- 
missa para o uso das tabelas do CLSI ou EUCAST e a equiva¬ 
lence entre os metodos dilucionais e de gradiente. Um isolado 
com CIM de 1,5 mg/L pelo gradiente em fita so seria inibido 
na concentragao de 2 mg/L pela microdiluigao ou diluigao em 
agar (Figuras 39.2 e 39.3). 

O metodo e util tambem para avaliagao do efeito da 
combinagao de dois antimicrobianos. Para isso, preparara-se a 
suspensao bacteriana, a partir de crescimento recente (24 ho- 
ras), em salina 0,85% com turbidez equivalente ao padrao 0,5 
da escala de MacFarland e dilui-se 1/20 (Etest®). Para a marca 
Liofilchem® nao ha orientagao para diluigao da suspensao. Se- 
mear a suspensao sobre o agar MH de modo a inocular toda 
a superficie. Aplicar uma fita com antimicrobiano A (mais 
ativo), e duas fitas do antimicrobiano B. Deixar uma hora 
em temperatura ambiente. Remover uma das fitas do antimi¬ 


crobiano B e posicionar uma nova fita de antimicrobiano A, 
exatamente sobre o mesmo local, no qual estava posicionada 
a fita removida. Para a marca Liofilchem® a recomendagao do 
fabricante e posicionar as fitas transversalmente, uma sobre a 
outra. Fazer a leitura das CIMs e interpretar como sinergis- 
mo se houver redugao de pelo menos quatro vezes no valor. 
Por exemplo: antimicrobiano A isoladamente 8 mg/L; A+B 
2 mg/L. Essa metodologia, no entanto, nao e padronizada nos 
documentos do CLSI ou EUCAST/BrCAST. 

■ METODOS AUTOMATIZADOS 

Alguns equipamentos automatizados podem realizar tes¬ 
tes de sensibilidade aos antimicrobianos, empregando paineis 
de microdiluigao. Por essa metodologia, muitas vezes obtem- 
-se um valor de CIM aproximado, ja que apenas algumas 
concentragoes para cada antimicrobiano sao testadas. Atual¬ 
mente ha tres tipos de sistemas automatizados disponiveis 
no mercado nacional: Phoenix (Becton-Dickinson), Vitek2 



Figura 39.2 Tecnica de gradiente de concentragao em fita.Amostra 
bacteriana testada para ceftazidima; valor da CIM = 4 jig/mL 
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Figura 39.3 Tecnica de gradiente de concentra^ao em fita.Amostra 
bacteriana testada para tigeciclina; valor da CIM = 2 pg/mL 

(bioMerieux) e MicroScan (Siemens). Todos se baseiam em 
microdiluigao com incubagao, leitura e interpretagao auto- 
matizadas, associadas a uma base de conhecimento que fil- 
tra resultados e alerta o usuario quanto a inconsistencias. As 
vantagens da automa^ao sao a padronizagao e a interpretagao 
sem necessidade de intervengao humana, detec^ao de resul¬ 
tados inconsistentes, transference de resultados por interface 
eletronica. Alguns sistemas sao capazes de liberar perfis de 
sensibilidade em seis horas, mas o resultado defmitivo so deve 
ser liberado apos a avaliagao das placas de pureza. As prin¬ 
cipal limitagoes desses sistemas decorrem do fato de serem 
sistemas fechados. Nesses sistemas, ha a obrigatoriedade do 
uso de paineis fixos de antimicrobianos, numero limitado de 
diluigoes, que dificultam ou impedem a modificagao dos cri- 
terios interpretativos. A principal limitagao dos sistemas de 
automagao e a falha na detec^ao de mecanismos de resisten- 
cia emergentes. Podem ocorrem tambem falhas na detec^ao 
de resistencia indutiva ou de subpopulagoes resistentes, em 
fungao do menor tempo de incuba^ao ou menor inoculo. 

■ SITUAgOES ESPECIAIS DE INTERPRETAgAO 
DO ANTIBIOGRAMA 

Alguns casos de resistencia nao sao detectados pelos me- 
todos realizados na rotina laboratorial. A decisao de realizar 


metodos especificos de detecgao de resistencia depende da 
capacidade (tecnica e fmanceira) do laboratorio e sera tao 
mais importante quanto maior o impacto clinico e a preva¬ 
lence de bacterias resistentes no local. 

Assim, existem algumas situagoes especiais tanto para re- 
alizagao do teste como para interpretagao dos resultados. 

Streptococcus pneumoniae 

O metodo de disco-difusao determina se a amostra e 
sensivel a penicilina e a outros betalactamicos utilizando dis¬ 
co de oxacilina de 1 jag, ou seja, isolados com diametro do 
halo de inibigao igual ou maior que 20 mm, com o disco de 
oxacilina, podem ser considerados sensiveis a penicilina, am- 
picilina, amoxicilina, cefalosporinas de terceira e quarta gera- 
goes, independente do sitio de infec^ao, tanto no EUCAST/ 
BrCAST quanto no CLSI. Nos casos de meningite, em que o 
isolado apresenta diametro do halo do disco de oxacilina me¬ 
nor que 20 mm, e necessario determinar a CIM utilizando 
a propria penicilina. No caso especifico de meningite pneu- 
mococica, e recomendada a determinagao direta da CIM da 
penicilina, bem como do meropenem e da ceftriaxona ou 
cefotaxima, considerando-se a importance da rapidez da in- 
formagao de possivel resistencia a esses antimicrobianos. Para 
essa fmalidade o metodo mais amplamente utilizado e o do 
gradiente em fita. Um aspecto importante e que ao testar 
cepas mucoides com o gradiente em fita a turbidez da sus- 
pensao devera ser equivalente ao padrao 1 e nao ao padrao 
0,5 da escala de McFarland, e a incubagao devera ser feita 
em estufa com 5% de CO 0 , mas nao em ar ambiente como 
recomendado pelo CLSI para metodos diluicionais. Outro 
detalhe importante e que a suspensao devera ser feita em cal- 
do BHI ou caldo MH, e nao em salina 0,85%. 

Enterococcus spp. 

Visto que a resistencia a ampicilina ou penicilina 

devido a produ^ao de betalactamase pode nao ser detecta- 
da usando-se metodos de disco-difusao e diluigao, o CLSI 
recomenda a realizagao de um teste direto para detecgao da 
enzima em amostras de sangue e liquor, com Cefmase®; um 
teste positivo prediz resistencia a penicilina, assim como as 
amino, carboxi e ureidopenicilinas. Ao longo dos anos essa 
ocorrencia mostrou-se extremamente rara, e ate hoje nao foi 
reportada no Brasil. 

A resistencia a aminoglicosideos em Enterococcus, 
quando determinada por metodo de disco-difusao deve ser 
avaliada com discos de potencia distinta daqueles utilizados 
para as demais bacterias. Devem ser utilizados discos de alta 
concentra^ao de gentamicina (120 jag - CLSI ou 30 jag Br- 
CAST-EUCAST ) ou estreptomicina (300 jag). Ao liberar o 
resultado e recomendavel que seja incluida observa^ao in- 
dicando que a sensibilidade se refere a seu uso em associa- 
gao com ampicilina, penicilina ou vancomicina. No caso de 
resistencia a altos niveis de aminoglicosideos (HLAR) nao 
ha efeito sinergico quando da associagao betalactamico ou 
glicopeptideo mais aminoglicosideo. Recentemente tern sido 
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demonstrado o efeito sinergico da associagao da ampicilina 
com ceftriaxona. Apesar de nao haver criterios interpreta- 
tivos, o efeito sinergico dessa associa^ao pode ser avaliado 
utilizando-se o gradiente em fita e tem se mostrado uma al- 
ternativa importante em pacientes idosos com endocardite. 

A resistencia a vancomicina em Enterococcus spp. pode 
ser determinada pelo teste de disco-difusao na maioria das 
especies de importancia clinica ( E.faecalis e E.faecium);no en- 
tanto, em especies que apresentam resistencia intermediaria 
intrinseca, como E. gallinarum e E. casselifiavus , deve ser utili- 
zando o metodo de microdilui^ao ou de gradiente em fita. 

Staphylococcus spp. A resistencia a oxacilina em S. aureus 
(MRSA) pode ser determinada por meio do teste de disco- 
-difusao, mas deve ser utilizado o disco de cefoxitina. O teste 
com cefoxitina e menos afetado por temperatura de incuba- 
gao e pode ser lido em 16 a 18 horas ao testar Staphylococcus 
aureus, mas deve ser incubado por 24 horas ao testar Staphylo¬ 
coccus sp. coagulase negativo (SCN). O resultado da cefoxitina 
e reportado como oxacilina no antibiograma. A resistencia a 
oxacilina prediz resistencia para todos os betalactamicos, com 
exce^ao das novas cefalosporinas com atividade anti-MRSA 
(ceftaroline e ceftobiprole). 

A resistencia a vancomicina em Staphylococcus sp. pode 
se apresentar de forma plena, intermediaria ou heterogenea, 
sendo recomendada a determinagao da CIM para este anti- 
biotico, pois o metodo de disco-difusao convencional nao e 
capaz de detectar adequadamente a resistencia intermediaria 
ou a heterogenea. Cabe mencionar que, para a teicoplanina, 
e mais sensato utilizar os criterios interpretativos para con- 
centragao inibitoria minima para teicoplanina definidos pelo 
EUCAST/BrCAST (Tabela 39.2). 

A detecgao da resistencia heterogenea (hVISA) e um de- 
safio para o lab oratorio clinic o em fungao da inexistencia 
de consenso quanto ao metodo mais adequado. A alternativa 
que atualmente apresenta maior sensibilidade (90%) e especi- 
ficidade (95%) e a triagem em agar BHI, contendo 1,6% de 
digerido pancreatico de caseina e vancomicina na concen- 
tragao de 4 jag /ml. Quatro spots de 10 pi, da suspensao com 
turbidez equivalente ao padrao 0,5 da escala de MacFarland 
de cada isolado sao aplicados sobre a placa. O numero de 
colonias deve ser verificado apos 24 e 48 horas. A presenga de 
duas ou mais colonias indica nao sensibilidade a vancomicina. 
O isolado deve ser subsequentemente avaliado quanto a con- 
centragao inibitoria minima para vancomicina, e, se possivel, 
deve ser feita analise populacional. Sao considerados hVISA 
S. aureus com CIM para vancomicina ^ 2 pg/mL e positivos 
no teste de triagem com BHI e vancomicina. S. aureus com 
CIM de 4 ou 8 pg/mL sao considerados intermediaries, e 
com CIM >16 pg/mL sao classificados como resistentes. 

Outros mecanismos de resistencia a serem verificados em 
Staphylococcus spp.,bem como em Streptococcus spp., sao aque- 
les que conferem resistencia aos macrolideos (eritromicina e 
claritromicina), e lincosamidas (clindamicina e lincomicina). 
Enquanto a expressao constitutiva de resistencia a eritromi¬ 
cina e a clindamicina e detectavel no teste de disco-difusao, a 
forma induzivel (expressao de RNA metilases) pode apresen- 


Tabela 39.2 

Pontos de corte para teicoplanina (mg/L). 


Sensivel 

Intermediario 

Resistente 

Comite 

S. aureus 

< 2 


>4 


SCN 

<4 


>8 

Eucast 

S. aureus 

<8 

16 

>32 


SCN 

<8 

16 

>32 

CLSI 


SCN: Staphylococcus coagulase negativo. 

tar falsa sensibilidade in vitro a clindamicina. Assim, no caso da 
bacteria apresentar resistencia a eritromicina e sensibilidade a 
clindamicina, deve-se aproximaros dois discos para se avaliar 
possivel resistencia induzivel a clindamicina (Teste D - Figura 
39.4). O procedimento basico e o mesmo para disco-difusao, 
exceto pelo fato de que os discos de eritromicina e clinda¬ 
micina devem ser dispostos a uma distancia de 15 a 26 mm 
ao avaliar Staphylococcus, e 12 mm ao avaliar Streptococcus. O 
teste fundamenta-se no fato de que a eritromicina e capaz 
de induzir a expressao de RNA metilase. Um teste positivo 
caracteriza-se por um achatamento do halo de inibi^ao da 
clindamicina, toman do a forma da letra D. Quando o “tes¬ 
te D” for positivo, o laboratorio deve reportar resistencia a 
ambos os agentes e considerar a inclusao do comentario: “A 
clindamicina ainda pode ser utilizada para tratamento de cur- 
ta dura^ao ou tratamento de infec^oes menos graves de pele 
e tecidos moles porque e improvavel haver desenvolvimento 
de resistencia plena durante tais tratamentos”. E recomen- 
davel que o teste D seja realizado rotineiramente, e que seu 
resultado seja tambem incluido no antibiograma, de modo a 
informar ao clinico que a resistencia induzida foi pesquisada. 



Figura 39.4 Tecnica de aproxima^ao de discos para detec^ao feno- 
tipica de ESBL. No centro da placa coloca-se um disco de Amoxa- 
cilina/Clavulanato e ao seu redor discos de cefalosporinas. As setas 
pretas indicam o efeito tipico de amostras ESBL positivas (aumento 
do halo das cefalopsorinas). 
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Outra limitagao da disco-difusao e quanto a avaliagao da 
sensibilidade a penicilina em Staphylococcus. O diametro do 
halo de inibigao pode indicar sensibilidade, mas pode haver 
produgao de betalactamase e resistencia in vivo. Alguns traba- 
lhos sugerem que o tipo de margem do halo de inibigao pode 
ser utilizado para avaliar a produgao de betalactamases. Halos 
mal- definidos (semelhantes a uma praia) sao mais comuns 
em nao produtores, enquanto halos bem-definidos (como 
um penhasco) sao mais comuns em produtores de betalacta¬ 
mases; entretanto, a sensibilidade do metodo nao e muito alta. 
Se considerarmos que a penicilina G praticamente nao e mais 
utilizada para tratamento das infec^oes por Staphylococcus , e 
a baixa sensibilidade do teste para detec^ao de resistencia, a 
conduta mais segura para o paciente e nao testar a penicilina 
nos antibiogramas desse genero bacteriano. 

Baciios Gram-negativos 

A produgao de P-lactamases de espectro ampliado 
(ESBL) e um dos principais mecanismos de resistencia as 
cefalosporinas em enterobacterias, especialmente em Klebsiel¬ 
la spp. e E. coli. ESBL sao usualmente codificadas por genes 
de localizagao plasmidial, o que explica a sua ampla dissemi- 
nagao entre diferentes especies de enterobacterias. Uma das 
principais ESBLs no Brasil sao as cefotaximases (CTX-Ms), 
enzimas capazes de degradar cefalosporinas, incluindo a ce- 
fepima (cefalosporina de quarta geragao) e monobactamicos 
(aztreonam), mas nao sao capazes de degradar carbapenemi- 
cos ou cefamicinas (cefoxitina) . As ESBL constituem varios 
grupos, que variam quanto a eficiencia cinetica e a capacida- 
de de expressar resistencia in vitro aos diferentes compostos, o 
que pode dificultar sua detec^ao laboratorial no antibiograma 
de rotina. No entanto, as ESBL apresentam uma propriedade 
fenotipica comum: sao inibidas pelo clavulanato de potassio. 
Assim, um teste simples e amplamente utilizado (metodo de 
Jarlier), que se baseia nessa propriedade, pode ser realizado 
no proprio antibiograma de rotina: coloca-se no centro da 
placa de Mueller Hinton o disco de amoxicilina/clavulanato 
e distante 20 mm, coloca-se discos de cefepima, ceftriaxona 
e ceftazidima. O aumento do halo para qualquer uma das ce¬ 
falosporinas e indicativo da presenga de ESBL (Figura 39.4). 
Essa abordagem e mais exequivel do que aquela preconiza- 
da pelo CLSI, que tern criterios apenas para Klebsiella pneu¬ 
moniae, K. oxytoca, E. coli e P. mirabilis , quando sabidamente 
esse mecanismo de resistencia esta amplamente disseminado 
e pode ser detectado em virtualmente qualquer especie de 
enterobacteria. De 2006 a janeiro de 2010 a diretriz dos do- 
cumentos do CLSI foi alterar para resistente a categoria das 
cefalosporinas e monobactamicos se o teste de ESBL fos¬ 
se positivo, visando a evitar falhas terapeuticas. A partir de 
2010, o CLSI passou a preconizar pontos de corte para cefa¬ 
losporinas que detectariam ESBL no teste de disco-difusao, 
nao sendo mais necessaria a realizagao de testes confirmato- 
rios, a nao ser por razoes epidemiologicas ou por politicas 
de controle de infecgao. Usando os novos criterios nao ha 
mais necessidade de editar os resultados do teste. Entretanto, 


essa recomendagao ainda e bastante controversa, sobretudo 
no que tange aos valores de ponto de corte estabelecidos. 
Muitos laboratories, ate o momento, ainda optam por ado- 
tar o antibiograma interpretative. Recomenda-se utilizar os 
pontos de corte, preconizados pelo BrCAST/EUCAST para 
cefalosporinas e continuar pesquisando ESBL em todas as 
enterobacterias pelo metodo de Jarlier, exclusivamente para 
fins epidemiologicos. Quanto ao resultado do antibiograma, 
as categorias nao devem ser alteradas, mas deve ser incluido 
um alerta sobre doses de antimicrobianos, particularmente 
cefepima e ceftazidima, a cefalosporinas para as quais mais 
frequentemente observamos sensibilidade e produgao de 
ESBL. Um exemplo de alerta a ser incluido nesses casos: as 
evidencias clinicas atualmente disponiveis nao garantem a 
eficacia do uso de cefalosporinas no tratamento de infec^oes 
graves por enterobacterias produtoras de betalactamase de es¬ 
pectro ampliado. 

Carbapenemases 

Sao enzimas que degradam antibioticos betalactamicos, 
inclusive os carbapenemicos. Devi do a maior frequencia de 
bacterias da familia Enterobacteriaceae produtoras de carbape¬ 
nemases, principalmente as carbapenemases do tipo KPC (de 
Klebsiela pneumoniae carbapenemase), os criterios interpretativos 
para os carbapenemicos foram revisados e re-estabelecidos 
pelo CLSI em 2010 para essa familia. Ate entao, recomenda- 
va-se a utilizagao de um teste fenotipico para detectar possi- 
vel produ^ao de carbapenemase (teste de Hodge modificado) 
Com a modifica^ao de pontos de corte proposta em 2010 
pretendeu-se, pelo proprio resultado do antibiograma, dife- 
renciar entre os produtores e nao produtores dessas enzimas 
sem a necessidade de testes adicionais. Em contrapartida, al¬ 
guns isolados de Enter obacteriaceae , nao produtores de carba¬ 
penemases com CIM mais elevadas, mas dentro da faixa de 
sensibilidade, conforme os criterios anteriores, passaram a ser 
agora interpretados como intermediaries ou resistentes aos 
carbapenemicos. 

Metalo-betalactamases (MBL) 

As MBLs tern sido relatadas em diversos generos e es¬ 
pecies bacterianos. Essas enzimas necessitam de ions zinco 
para sua atividade de hidrolise do anel betalactamico. Cons¬ 
tituem um problema emergente em enterobacterias em todo 
o mundo. As enzimas mais importantes dentro desse grupo 
sao as do tipo NDM (New Delhi Metalo-betalactamase), em 
fun^ao da rapida disseminagao dos determinantes geneticos 
entre diferentes generos bacterianos. Ate a entrada da NDM 
no Brasil, a MBL mais frequentemente detectada no Bra¬ 
sil em enterobacterias eram as do tipo IMP, particularmente 
IMP-1. 

Apesar do antibiograma realizado com os criterios in¬ 
terpretativos atuais ser capaz de detectar a maioria absoluta 
dos produtores de carbapenemases do tipo KPC e NDM, em 
fun^ao de sua eficiencia na degrada^ao de carbapenemicos, a 
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identificagao presuntiva do tipo de carbapenemase tem im- 
portancia epidemiologica. 

Um metodo fenotipico bastante utilizado para identi- 
fica^ao das carbapenemases e a tecnica de disco combinado 
com bloqueadores enzimaticos com o uso do acido fenilbo- 
ronico para detecgao de KPC e do EDTA para detecgao de 
MBL. Esse metodo se baseia na comparagao do diametro do 
halo de inibigao de discos de imipenem e meropenem puros 
e adicionados de 10 pi de solugao com 40 mg/ml de acido 
fenilboronico (AFB) ou 10 pi de EDTA 0,1M. O teste com 
AFB pode ser utilizado em enterobacterias que nao expres- 
sam AmpC cromossomica, a exemplo de K. pneumoniae , E. 
coli , P. mirabilis, mas fornece resultados falsamente positivos em 
isolados do grupo CESP ( Citrobacter jreundii, Enterobacter spp., 
Serratia spp., Proteus vulgaris , Providencia spp.). Um aumento no 
diametro do halo ^ 5 mm, com os discos adicionados de AFB, 
para qualquer um dos carbapenemicos, indica a produ^ao de 
carbapenemase do tipo KPC ou raramente AmpC plasmidial. 
A diferenciagao entre AmpC plasmidial e KPC pode ser feita 
pelo sinergismo observado com cloxacilina, quando adicio- 
nada aos discos de carbapenemicos, nos produtores de AmpC 
plasmidial, mas nao nos produtores de KPC . 

■ CONSIDERAgOES FINAIS 

E importante enfatizar que o antibiograma e considerado 
apenas uma das variaveis para escolha da terapia, nao garan- 
tindo que um agente antimicrobiano que apresente sensibili- 
dade in vitro seja efetivo na terapia do paciente. E importante 
ressaltar, tambem, que os testes in vitro sao feitos a partir de 
procedimentos padronizados, pois sem reprodutibilidade la- 
boratorial nao ha bases cientificas para a terapia. Contudo, 
a padronizagao gera limita^oes tecnicas, sendo possivel que 
a variabilidade de cada infecgao e de cada paciente nao seja 
contemplada no antibiograma. Por exemplo, os testes in vitro 
sao feitos em condi^oes semelhantes as fisiologicas. Enquanto 
penicilinas e cefalosporinas sao ativas em larga escala de pH, 
em ambientes mais acidos a atividade das tetraciclinas e me- 


lhor, enquanto a dos aminoglicosidios e significativamente 
reduzida. Isso significa que a agao antimicrobiana no sitio da 
infecgao pode ser diferente daquela observada in vitro. 

Assim, o antibiograma, seja ele qualitativo ou quantitati¬ 
ve, deve sempre ser interpretado a luz de dados clinicos, em- 
bora consista na melhor ferramenta no auxilio a readequagao 
da terapia anti-infecciosa, atualmente disponivel. 
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Os metodos para detecgao de microrganismos e resisten- 
cia aos antimicrobianos tem evoluido significativamente. Na 
rotina diaria de um laboratorio de microbiologia clinica os 
patogenos sao detectados de forma diversificada. E bastante 
significativo o numero de diagnosticos realizados por meio 
das tecnicas classicas de microscopia e cultura,por exemplo.A 
microbiologia convencional constitui, sem sombra de duvida, 
um metodo de diagnostico barato, porem necessita de tempo 
prolongado para que seus resultados estejam a disposigao. No 
entanto, determinados problemas podem ocorrer, por exem- 
plo, a necessidade de identificagao de microrganismos que 
nao possam ser cultivados ou, ainda, de microrganismos fas- 
tidiosos, exigentes e/ou de crescimento lento. Alem disso, a 
interpreta^ao dos resultados dessas culturas requer habilidade 
tecnica extrema. Dessa forma, existe a necessidade constan- 
te do desenvolvimento de metodologias que permitam um 
diagnostico rapido, dos mais diferenciados tipos de microrga¬ 
nismos, que va alem do poder das abordagens microbiologi- 
cas convencionais. 

A descoberta da estrutura do DNA, em 1953, deu ini- 
cio a era do diagnostico molecular de doen^as infecciosas, o 
qual envolve a detec^ao e a caracterizagao de acidos nucleicos 
(ribonucleico - RNA ou desoxirribonucleico - DNA) dos 
microrganismos envolvidos. O primeiro microrganismo a ter 
seu genoma completamente sequenciado foi Haemophilus in¬ 
fluenzae, cuja sequencia foi publicada em 1995 (Fleischmann 
et al, 1995). Desde entao, e crescente o numero de micror¬ 
ganismos cujos genomas completos foram sequenciados, o 
que favoreu o desenvolvimento de inumeros procedimentos 
diagnosticos inovadores. A maioria desses diagnosticos se ba- 
seia em tecnicas de amplifica^ao de acidos nucleicos (NAATs 
- nuclei acid amplification tests) a partir de uma amostra bio- 
logica, e os agentes patogenicos podem ser detectados em 
estrategias NAAT, qualitativos e/ou quantitativos por sele^ao 
de alvos especificos. O diagnostico qualitativo esta relaciona- 
do a identificagao especifica do agente patogenico envolvido 
no processo; ja a identificagao quantitativa permite, alem des¬ 
sa identifica^ao, a verifica^ao exata do numero de copias do 
material genetico do microrganismo- alvo. Da mesma ma- 
neira, metodos moleculares diferenciados permitem, ainda, 
a tipagem molecular dos microrganismos, sua identificagao 


a niveis de subespecie, experimentos esses muito utilizados 
para o controle microbiano da disseminagao de microrganis¬ 
mos entre individuos tanto no ambiente hospitalar quanto na 
comunidade. 

De maneira geral, o fluxo de trabalho de diagnostico 
molecular no laboratorio microbiologico e simples e direto. 
O acido nucleico e extraido a partir da amostra clinica e 
submetido a um protocolo de detec^ao, na maioria das vezes 
atraves de NAATs. No entanto, esse fluxo de trabalho apre- 
senta uma serie de pontos-chave que podem originar proble¬ 
mas. Dentre eles, podemos destacar: protocolos de extragao 
complicados; a utilizagao de amostras clinicas complexas (tais 
como sangue, fezes, escarro) com caracteristicas pontuais, que 
venham a exigir protocolos adicionais de pre-extra^ao; a uti- 
lizagao de produtos quimicos toxicos; a necessidade de otimi- 
zagao do ensaio;a confecgao de oligonucleotideos iniciadores 
especificos; entre outros. Alem disso, o procedimento de diag¬ 
nostico molecular requer laboratories separados fisicamente, 
principalmente para evitar a contaminagao por produtos de 
amplifica^ao. 

Este capitulo tem como objetivo apresentar de forma 
sucinta as principais tecnicas utilizadas atualmente no labo¬ 
ratorio de microbiologia clinica, visando a identificagao dos 
microrganismos.Tambem nao serao descritas detalhadamente 
as tecnicas de biologia molecular basica, embora o seu uso 
especifico seja demonstrado para a identifica^ao de micror¬ 
ganismos em amostras biologicas. 

■ EXTRAgAO DE ACIDOS NUCLEICOS 

O processo de extragao de acido nucleico constitui uma 
etapa pre-analitica crucial para ensaios moleculares. Metodos 
de extragao otimos para um microrganismo em um liqui- 
do biologico em particular podem nao funcionar para outro 
microrganismo em outro tipo de amostra. Essencialmente, a 
arquitetura celular e da matriz onde o microrganismo se en- 
contra e o fator determinante para o sucesso de diferenciadas 
metodologias de extragao do material genetico. A parede ce¬ 
lular espessa de bacterias Gram-positivas, por exemplo, e mais 
dificil de ser rompida do que a parede de Gram-negativas; por- 
tanto, experimentos de extragao precisam levar em considera- 
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£ao fatos isolados e especificos relevantes a cada amostra de 
interesse. Um fator importante que influencia a escolha do 
metodo de extracgao e a fonte das celulas bacterianas, isto 
e, se esta e proveniente de cultura de celulas ou de liquidos 
biologicos (de maior ocorrencia na pratica clinica). Isto se 
torna importante nao somente devido a estrategia de extra- 
£ao utilizada, mas tambem por poder influenciar de maneira 
determinante os resultados posteriores da analise molecular. 
Substancias que podem inibir reagoes de amplificagao, tais 
como grupamentos heme provenientes do sangue ou sais 
biliares nas fezes, por exemplo, devem ser removidos por 
completo. Alem disso, o desempenho dos procedimentos 
diagnosticos e influenciado pela pureza dos acidos nuclei- 
cos-alvo. Assim, uma amostra de controle interno deve sem- 
pre ser introduzida para monitorar o processo de extragao. 
Esse processo de controle e capaz de identificar o efeito de 
compostos inibidores de amplifica^ao a partir da amostra 
clinica (tal como ureia ou hemoglobina), bem como a perda 
de amostra durante o processo de extra^ao. 

Procedimentos de extragao de acidos nucleicos possuem 
uma serie de reagentes que possibilitam o isolamento espe- 
cifico do material genetico a partir da complexa maquinaria 
macromolecular celular. Solugoes de lise que apresentam pH 
elevado e detergente anionico visando a solubiliza^ao de bi- 
camada lipidica sao utilizadas com o objetivo do rompimento 
de parede celular, desnatura^ao de proteinas e inibigao de 
nucleases. Enzimas auxiliares, como Proteinase K e Lisozima, 
por exemplo, podem ainda ser utilizadas nessas solugoes, pois 
auxiliam na dissolu^ao da parede celular bacteriana. O clore- 
to de sodio e utilizado com o objetivo de romper ligagoes io- 
nicas de cadeias peptidicas e auxiliar na dissociagao de acidos 
nucleicos. Pode, ainda, ser utilizado para auxiliar na precipita- 
£ao do acido nucleico (ao final do processo), embora o ace- 
tato de sodio seja preferencialmente utilizado para este fim, 
dada sua maior solubilidade em alcool. Solventes organicos 
atuam com a fmalidade de precipita^ao de macromoleculas 
e desnaturagao proteica. Protocolos classicos para a extra- 
£ao de acidos nucleicos envolvem a utilizagao de reagentes 
corrosivos, como solu^oes contendo fenol/cloroformio, por 
exemplo, anteriormente ao processo final de precipitagao 
com etanol. No entanto, o uso de fenol nao e recomendado 
no laboratorio clinico devido as suas propriedades causticas 
e corrosivas, a pobre reprodutibilidade do processo, e a pos- 
siveis dificuldades na automagao. Etanol e utilizado com a 
fmalidade de precipita^ao dos acidos nucleicos, permitindo 
sua separagao dos demais reagentes utilizados durante a extra- 
£ao, que permanecem na por^ao aquosa. Solu^oes quelantes 
(EDTA, por exemplo) podem vir a ser utilizadas durante o 
processo de extragao, com o intuito de sequestrar ions essen- 
ciais a atividade de desoxirribonucleases (DNAses), visto que 
estas necessitam do Mg 2+ como cofator para sua atuagao. No 
entanto, quando em fase de eluigao do material, quelantes 
devem ser evitados, pela possibilidade de posterior inibigao 
de uma enzima envolvida no processo de amplificagao do 
material genetico, por exemplo. Finalmente, a eluigao ou 
ressuspensao do material normalmente e realizada com agua 


esterilizada desmineralizada ou, ainda, com solu^ao diluida 
de tampao (Tris-HCl), no menor volume possivel, a fim de 
maximizar a detec^ao. 

Diferenciados kits comerciais de extra^ao estao dispo- 
niveis atualmente para a utilizagao, os quais variam quanto 
ao metodo, ao custo, e ao tempo necessario para a extragao. 
Essa variabilidade permite a flexibilidade na escolha do kit 
que melhor se adeque as necessidades especificas do labora¬ 
torio. Kits de extra^ao manual costumam utilizar agentes nao 
corrosivos, tornando-os seguros para uso. O ideal e que se 
obtenha elevado grau de reprodutibilidade, em menor tem¬ 
po, ao processar grande numero de amostras. A maioria dos 
kits utiliza o principio da elevada afinidade entre os acidos 
nucleicos com silica sob condigoes defmidas (providas pelo 
tampao utilizado). A extragao e, na maioria das vezes, rea¬ 
lizada com a utilizagao de colunas de purificagao ou a par¬ 
tir de esferas magneticas revestidas com silica que absorvem 
o material genetico e nao permitem a ligagao dos demais 
elementos celulares. Posteriormente, a utilizagao de tam- 
poes especificos promove a lavagem e eluigao do material 
de interesse. As vantagens da utilizagao de tais metodos se 
baseiam na elevada e rapida capacidade de remogao de quais- 
quer possiveis inibidores da amplifica^ao por PCR (Tang et 
al., 2005). Dentre as metodologias comerciais utilizadas em 
kits de extragao, destacam-se: captura de acidos nucleicos por 
la de fibra de vidro, imobilizada em filtro, posteriormente 
submetidos a centrifugagao - utilizados para soro, sangue to¬ 
tal, plasma, urina, fezes, fluidos corporais estereis, amostras do 
trato respiratorio e swabs (genitais, dermica); captura de aci¬ 
dos nucleicos por membrana de silica imobilizada em filtro, 
submetido posteriormente a centrifugagao ou condigoes de 
vacuo — especimes respiratorias, plasma, fezes, soro, sangue 
total, urina, fluidos corporais estereis e swabs (nasais, anal); 
isolamento de acidos nucleicos em fase aquosa, seguido de 
precipitagao com etanol — plasma, sangue total, fezes, trato 
respiratorio, fluidos corporais estereis, swabs (dermica, anal, 
genital); dentre outros. 

Embora esses kits sejam geralmente faceis de usar, apre¬ 
sentam inconvenientes. O processamento de amostras por 
metodos manuais requer multiplas manipulagoes. Dessa 
forma, a medida que o numero de amostras a ser extraida 
aumenta, o mesmo acontece com a possibilidade de contami- 
nagao devido ao aumento da manipulagao. A extragao manual 
e considerada teste de alta complexidade; portanto, deve ser 
realizada somente por pessoal de laboratorio com treinamen- 
to adequado. Assim, a fim de garantir a reprodutibilidade dos 
resultados, um extenso treinamento e necessario. Finalmente, 
a extragao manual e trabalhosa, demorada, e requer atengao 
do tecnico a fim de garantir os melhores resultados. 

Alem dos exemplos apresentados, existe ainda a possibi¬ 
lidade de procedimantos de extragao automatizados. As pla- 
taformas de extragao, fabricadas por diversas empresas, variam 
quanto a capacidade e ao custo, e dependem principalmente 
da quantidade de amostras submetidas a extragao. Cientifi- 
camente, os metodos de extragao sao muito parecidos com 
os aqui descritos, e estao atualmente em uso para amostras 
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biologicas, tais como: soro, plasma, sangue total, fezes, trato 
respiratorio e swabs (cutanea, genital, nasal). Sistemas de ex- 
tragao automatizados apresentam vantagens em relagao aos 
metodos manuals. A extragao de acidos nucleicos a partir 
de instrumentos automatizados e consistente e reprodutivel, 
com risco minimo de contaminagao cruzada das amostras de- 
vido a baixa manipulagao. Os procedimentos associados com 
esses instrumentos poderiam ser potencialmente classificados 
como de moderada complexidade, nao sendo exigida, por- 
tanto, a presenga de recursos humanos altamente treinados. 
Finalmente, uma vez que esses sistemas tenham sido validados 
e que seus procedimentos de manutengao estejam adequados, 
o monitoramento de controle de qualidade pode vir a ser 
menos intensivo do que o necessario para extragao manual. 
A desvantagem dos sitemas automatic os de extragao residem 
principalmente na questao economica. Se ha necessidade de 
extragao de grande quantidade de amostras (50 a 100 por 
dia), certamente o padrao de qualidade superior obtido por 
processo automatizado justificaria o investimento de capital 
necessario para esses instrumentos. No entanto, alem do cus- 
to do equipamento, custos marginais, como necessidade de 
materials descartaveis especificos tambem devem ser conside- 
rados.Alternativamente, modelos menores de plataformas au- 
tomaticas de extragao estao surgindo no mercado e, embora 
esses instrumentos extraiam um numero significativamente 
menor de amostras ao mesmo tempo, eles sao economica- 
mente mais viaveis. 

■ REAgAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 

A reagao em cadeia da polimerase (PCR) foi desenvol- 
vida ha aproximadamente vinte anos (Saiki et al, 1988), e e 
considerada um dos maiores avangos do diagnostico molecu¬ 
lar, pois permite rapida amplificagao do material genetico. No 
PCR, o DNA ou cDNA (DNA complementar, proveniente 
de uma transcrigao reversa de RNA) e amplificado em um 
termociclador, que realiza um controle de temperatura que 
permita a repetigao, em ciclos, dos tres passos principals da 
reagao: 1) desnaturagao do DNA molde em fitas unicas de 
DNA; 2) hibridizagao dos oligonucleotidos iniciadores (pri¬ 
mers) em locais do DNA onde ocorra uma complementari- 
dade de bases; 3) extensao, a partir dos primers , de novas fitas 
de DNA complementares aquelas aneladas pelos primers , atra- 
ves da utilizagao de uma enzima capaz de sintetizar uma nova 
fita de DNA (DNA polimerase) na presenga de determinados 
substratos (nucleotidios, Mg, e condigoes de reagao especifi- 
cas fornecidas pelo tampao da enzima). Dessa forma, existe 
a capacidade de sintese in vitro do gene de interesse (Yang et 
al, 2004). O ensaio de PCR e capaz de detectar rapidamen- 
te e de forma precisa a presenga do DNA de microrganis- 
mos especificos diretamente de amostras clinicas (mesmo em 
baixo numero de copias), incluindo os fastidiosos, incapazes 
de serem cultivados ou de crescimento lento. Alem disso, a 
tecnica e ainda capaz de identificar questoes mais pontuais, 
como detectar genes especificos envolvidos em resistencia a 
antimicrobianos. 


■ Sele^ao do alvo e desenho de primers: as sequencias 
de primers desenhados objetivando a amplificagao correta 
do alvo devem ser unicas, a fim de identificar um orga- 
nismo especifico (especie) ou um grupo de organismos 
(genero), quantificar o microrganismo (frequentemente 
utilizado para virus), ou identificar a caracteristicas de 
virulencia e/ou genes, ou genes ou mutagoes associadas 
a resistencia a antimicrobianos. De maneira geral, a sin¬ 
tese desses oligonucleotideos iniciadores ocorre a partir 
da disponibilidade do genoma em questao, o qual sera 
utilizado como base para, primeiramente, a identificagao 
do gene-alvo e/ou regiao especifica do DNA que se de- 
seja amplificar (preferencialmente evitando-se locais com 
uma frequencia significativa de polimorfismos); e, num 
segundo momento da identificagao de sequencias flan- 
queadoras especificas, que permitam uma hibridizagao 
correta no local de interesse. Os primers apresentam gran¬ 
de importancia nesse tipo de ensaio, pois sao os principals 
responsaveis para o nivel de especificidade do ensaio de 
PCR. A pesquisa do genoma de interesse pode ser reali- 
zada em bancos de dados publicos de DNA na internet, 
como o GenBank, disponibilizado pelo Centro Nacional 
de Informagoes sobre Biotecnologia (NCBI). Dessa ma¬ 
neira, alem de verificar a possibilidade de anelamento em 
regioes inespecificas do proprio genoma-alvo, torna-se 
tambem possivel evitar uma possivel reatividade cruzada 
que possa ocorrer com a matriz de amostra utilizada no 
teste, quase sempre matrizes complexas (extragao nao 
oriunda de crescimento microbiano puro), contando com 
a presenga de demais microrganismos (comensais ou nao), 
bem como da propria matriz celular do hospedeiro. Alem 
disso, determinados fatores sao caracteristicas especificas 
de bons primers, por exemplo: tamanho entre 15 e 30 nu¬ 
cleotidios; conteudo de G+C entre 40% e 60%; pares de 
primers com temperatura de melting (Tm) similares; sequ¬ 
encias com baixo potencial para formar estruturas secun- 
darias (hibridizagao cruzada com demais nucleotidios da 
reagao); evitar sequencias que formem dimeros de primers 
(hibridizagao entre os oligonucleotideos). 

■ Componentes basicos: de forma simplificada, os se- 
guintes componentes sao essenciais para que se realize 
uma reagao de PCR: 

DNA-polimerase termoestavel: o isolamento de uma 
enzima capaz de catalisar a sintese de DNA sob altas tem- 
peraturas levou a possibilidade do desenvoivimento da rea¬ 
gao de PCR. Especificamente, a DNA polimerase de Termus 
aquaticus (posteriormente denominada Taq polimerase) apre- 
senta uma atividade otima a 75 °C, pH 9.00, sendo altamente 
utilizada em diagnosticos clinicos que envolvam a tecnologia 
de PCR. Para tanto, essa enzima tern sua atividade frequen¬ 
temente classificada em Unidades Internacionais, onde 1 UI 
desta e defmida como a quantidade de enzima necessaria para 
catalisar a incorporagao de 10 nmol de nucleotideos (dNTP) 
em um tempo de reagao de 30 minutos, sob condigoes oti- 
mas de atividade enzimatica. 
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DNA molde: a quantidade de DNA a ser testada na rea- 
gao de PCR e criterio de extrema importancia, pois seu ex- 
cesso pode inibir a atividade da enzima. Aconselha-se iniciar 
a padronizagao de uma reagao de PCR com uma concentra- 
gao de DNA menor ou igual a 10 ng/pL. 

Oligonucleotideos iniciadores ou primers: como foi 
descrito, devem ser complementares a sequencia-alvo, flan- 
queando o segmento de DNA a ser amplificado, e apresen- 
tando orientates opostas, de forma a cada um dos primers 
anelar com cada uma das dupla-fitas do DNA molde. 

Substratos: desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNT- 
Ps, incluindo quantidades equimolares de dATP, dCTP, dGTP 
e dTTP), tampao de reagao para DNA polimerase (contendo 
tampoes para controle do pH e cofatores enzimaticos, como 
magnesio, principalmente) e agua esterilizada e deionizada. 

A rea^ao de PCR se resume em tres etapas principals: 

■ Desnaturagao: abertura de fitas de DNA molde para que 
primers tenham acesso ao local de hibridizagao - 95 °C. 

■ Hibridizagao/anelamento: nessa etapa, a Tm calculada 
anteriormente para o par de primers indica a temperatura 
a ser utilizada, proveniente do seguinte calculo: Tm - 
20 °C. E o momento em que os primers anelam ao DNA 
de acordo com a complementaridade das sequencias. 
Normalmente, a temperatura de anelamento esta en- 
tre 40 °C e 60 °C. O aumento de uma temperatura de 
anelamento aumenta a especificidade da hibridizagao, e 
pode ser utilizada como foco de modifica^ao durante a 
otimizagao da reagao visando a maior especificidade. O 
tempo utilizado varia entre 30 segundos e 1 minuto. 

■ Extensao: a terceira etapa corresponde ao momento de 
sintese do DNA propriamente dito, onde a polimerase 
identifica os primers anelados ao DNA-alvo, utilizando-o 
como molde para a sintese de uma fita complementar. 
A temperatura de extensao e de 72 °C (dependente da 
temperatura otima de atuagao da enzima em questao), 
sendo que o tempo necessario nessa etapa esta direta- 
mente relacionado ao tamanho do amplicon desejado, 
utilizando-se normalmente a regra de 1 minuto por kb 
de DNA a ser sintetizado. 

As tres etapas anteriormente descritas sao repetidas se- 
quencialmente em ciclos (20 a 40 ciclos), sendo que ao final 
de cada ciclo ha a duplica^ao do numero de moleculas de 
DNA (fita dupla). Tradicionalmente, utiliza-se um passo ini- 
cial de desnaturagao (em torno de 10 minutos), seguido dos 
ciclos e, ao final, um passo final de extensao. 

■ Eletroforese em gel de agarose: a tecnica de PCR 
necessita de uma etapa de pos-amplifica^ao, onde se 
torne possivel a detec^ao do produto gerado a partir da 
rea^ao de PCR. A agarose (D-Gal e L-Gal) corresponde 
a um polimero linear capaz de formar uma matriz (gel) 
apos fundida e resfriada, a qual e utilizada apos o expe¬ 
riment© de PCR para separar os fragmentos de DNA 
gerados pela rea^ao. Conhecida como eletrofores em gel 
de agarose, constitui tecnica de moderada sensibilidade, 


onde os acidos nucleicos podem ser visualizados no gel, 
atraves de corantes especificos que se intercalam as ba¬ 
ses nitrogenadas do DNA/RNA. O Brometo de Etideo 
(BrEt), por exemplo, tern sido historicamente utilizado 
para este fim. Quando ligado aos acidos nucleicos, a 
fluorescencia do BrEt e maior do que quando livre em 
solugao, permitindo a detec^ao de pequenas quantidades 
de material genetico (em torno de 10 ng DNA/RNA) 
atraves de uma coloragao laranja apos sua excitagao 
com radiagao ultravioleta. No entanto, um dos princi¬ 
pals problemas quanto ao uso do BrEt reside no fato 
de ser uma substancia altamente mutagenica, carcinoge- 
nica e teratogenica, o que limita sua utilizagao a locais 
com biosseguranga estritamente controlada, bem como 
manipulado somente por recursos humanos altamen¬ 
te treinados. Visando a eliminar a periculosidade desse 
ensaio, atualmente diversos corantes alternativos estao 
disponiveis no mercado, apresentando sensibilidade de 
detec^ao de acidos nucleicos similares. Determinados fa- 
tores podem influenciar a migragao do gel de agarose, a 
saber: o tamanho dos fragmentos de DNA, a conforma- 
£ao do DNA, a corrente aplicada e a dire^ao do campo 
eletrico na cuba eletroforetica (DNA migra em diregao 
ao anodo-carga positiva), e a composigao do tampao de 
eletroforese (forga ionica e pH do tampao). 

■ Varia^oes da PCR: de acordo com o objetivo tragado, 
a rea^ao de PCR pode sofrer determinadas variagoes. A 
utilizagao da PCR Multiplex, por exemplo, fornece a pos- 
sibilidade da amplifica^ao de uma quantidade maior de 
alvos, utilizando-se somente uma reagao. Resumidamente, 
primers para varios alvos diferentes sao adicionados a mes- 
ma reagao, e os fragmentos sao posteriormente analisados 
para a identifica^ao do gene especifico. Obviamente, caso 
esse tipo de identificagao seja realizado atraves da migra- 
gao em gel de eletroforese, cada amplicon diferenciado 
deve ter um peso molecular especifico, que possa poste¬ 
riormente ser separado e identificado no gel de eletrofo¬ 
rese. Um dos maiores problemas com esse tipo de tecnica 
reside na necessidade de um desenho de primers muito 
bem-feito e de uma otimizagao de reagao bem-delineada, 
visto que todos os problemas descritos anteriormente re- 
lativos a possibilidade de resultados alternativos na reagao 
em decorrencia de primers pouco otimizados aumentam a 
medida que aumenta o numero de oligonucleotideos em 
uma mesma rea^ao. 

No laboratorio de microbiologia clinica, frequentemen- 
te sao utilizados kits diagnosticos que se utilizam de altera^oes 
da tecnica de PCR, adicionando caracteristicas especificas de 
acordo com o evento em questao. Resumidamente, as se- 
guintes tecnicas foram adaptadas como ensaios comerciais: 

Nucleic Acid Sequence Based Amplification 
(Nasba) (Compton, 1991) 

Essa metodologia e utilizada quando se necessita pro- 
ceder a amplificagao a partir de sequencias de RNA, sendo 
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uma metodologia utilizada para diagnostico e quantifica- 
£ao de microrganismos que apresentem genomas contendo 
RNA apenas, como os genomas virais de HIV e Influenza 
A, por exemplo. A seguinte metodologia e realizada: a amos- 
tra de RNA e anelada com um dos primers complementares 
(correspondente ao anelante de regiao 3'), e uma transcriptase 
reversa e utilizada para a sintese da fita complementar; a se- 
guir, utiliza-se uma enzima RNAse H, cuja agao consiste em 
eliminar o RNA quando anelado a uma fita de DNA (porem 
incapaz de clivar RNA de fita simples), o que elimina a fita— 
-molde anelada ao cDNA formado. Dessa maneira, o cDNA 
e submetido a presenga do segundo primer do par (anelante 
da porgao 5’), e a utilizagao novamente de uma transcriptase 
reversa possibilita a sintese da fita complementar do cDNA. 
Alem disso, a tecnica envolve ainda a utilizagao de uma T7 
RNA polimerase, que fornece amplifica^ao continua do 
RNA molde da amostra, fornecendo substrato para as demais 
reagoes descritas acima. Nasba utiliza uma reagao isotermica 
(temperatura constante de 41 °C), sendo esta a principal dife- 
ren^a para as demais reagoes de transcriptase reversa utilizadas 
na biologia molecular. 

Ligase Chain Reaction (LCR) (Barany, 1991) 

LCR consiste de uma tecnica de amplificagao de DNA, 
que utiliza um par de primers para cada fita (lider a reversa) 
de DNA a ser amplificado, resultando na amplifica^ao em 
cada fita molde de fragmentos posteriormente utilizados para 
o ciclo seguinte de amplificagao. Isso torna-se possivel pela 
atuagao de uma DNA ligase, que liga os fragmentos sintetiza- 
dos em uma mesma fita. Isso aumenta o numero de amplicons 
molde para a reagao seguinte em um numero menor de ci- 
clos, se comparada com a PCR comum, o que garante uma 
especificidade maior aos testes. 

Transcription-Mediated Amplification (TMA) 

(Gill et al., 2008) 

A tecnologia TMA envolve a utilizagao de uma RNA 
polimerase e de uma transcriptase reversa com a fmalidade 
de produ^ao de um amplicon de RNA, nao importando se 
o molde utilizado corresponda a um genoma de DNA ou 
RNA. TMA apresenta determinadas diferengas em relagao 
a PCR e LCR. TMA e isotermica (nao ha necessidade de 
uso de termociclador), envolve a sintese de um amplicon de 
RNA (ao inves de DNA, o que reduz a possibilidade de con- 
taminagao), e produz em torno de 100 -1.000 copias por 
ciclo (enquanto PCR produz apenas duas copias por ciclo, 
por exemplo). 

Strand Displacement Amplification (SDA) 

(Walker et al., 1992) 

SDA corresponde a uma tecnica bastante utilizada no 
diagnostico de microbiologia clinica: e uma reagao isotermi¬ 
ca (apos desnatura^ao inicial da fita de DNA), onde inicial- 
mente o DNA-alvo necessita ser marcado, atraves da quebra 
pela atuagao de enzimas de restrigao, obedecendo a um sitio 


de restrigao especifico, que serve de primer para o inicio da 
rea^ao. Posteriormente, se utiliza uma DNA polimerase com 
atividade de sintese 5’ a 3’, porem sem a capacidade de exo¬ 
nuclease 5’ a 3’, e que permite um deslocamento do DNA de 
fita reversa, como a Bst DNA polimerase, por exemplo. 

■ PCR TEMPO REAL 

O PCR em tempo real consiste de uma metodologia de 
amplificagao de material genetico que permite uma anali- 
se quantitativa, bem como fornece um resultado muito mais 
rapidamente quando comparado ao PCR convencional. Esse 
metodo de teste de PCR combina a quimica de rea^ao des- 
crita anteriormente, com a vantagem da utilizagao de com- 
postos fluorescentes marcando os produtos de reagao, e de 
aparelho capaz de realizar a detecgao de produtos amplifica- 
dos. Isso elimina uma das etapas mais trabalhosas e demoradas 
do processo de diagnostico por PCR, que seria a etapa de 
identifica^ao dos amplicons atraves da eletroforese em gel de 
agarose. Apos a otimizagao da reagao, a quantidade de pro- 
duto formada pode ser acompanhada passo a passo devido 
a quantifica^ao da fluorescencia (diretamente relacionada a 
presenga de produto de reagao) e acompanhada durante a 
ciclagem da reagao de PCR. Alem disso, os programas utili¬ 
zados por termocicladores desse tipo permitem um progra- 
ma de ciclagem rapido, com a possibilidade de libera^ao de 
resultado final em torno de uma a duas horas. Assim como 
a rapidez do resultado, a tecnica de PCR tempo real oferece 
ainda excelente sensibilidade, especificidade e baixo risco de 
contaminagao, visto que a analise e realizada em plataforma 
fechada, exigindo menor grau de manipulagao. Devido a sua 
simplicidade, especificidade, sensibilidade e rapidez, a utili- 
zagao de PCR em tempo real na microbiologia clinica esta 
se expandindo rapidamente. Atualmente, diversos kits diag¬ 
nostics estao disponiveis e se utilizam dessa tecnologia para 
a identifica^ao de microrganismos relacionados a processos 
infecciosos. 

Em geral, existem dois metodos de detecgao de amplifi- 
ca^ao em PCR em tempo real, ambos se utilizando de fluo- 
roforos como marcadores do produto final. 

■ SYBR Green: o primeiro metodo a ser descrito corres¬ 
ponde ao mais simples, com a utilizagao de um fluoro- 
foro capaz de se ligar especificamente em acido nucleico 
de cadeia dupla, como o SYBR Green, por exemplo. O 
nome utilizado pode variar de acordo com o fornece- 
dor, porem todos eles possuem a mesma caracteristica 
de agao. Esse tipo de fluoroforo apresenta a vantagem 
de ser um marcador facil de ser utilizado, que pode 
ser adicionado em reagoes de PCR bastante similares 
aquelas descritas anteriormente, apenas com a adigao do 
SYBR Green ao protocolo de rea^ao. Assim, nao ha ne¬ 
cessidade de desenho de pares de sondas especificas para 
esse procedimento. SYBR fornece uma detec^ao com 
alta sensibilidade, porem sua especificidade pode vir a 
ser um problema. O fluoroforo ira se ligar sempre que 
houver uma dupla fita de DNA presente na amostra, e 
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sua fluorescencia sera verificada pelo aparelho. Assim, 
um dos cuidados que se deve ter, primeiramente, cor- 
responde a concentra^ao inicial de DNA presente na 
reagao, pois como corresponde a DNA dupla fita, isso 
sera ligado pelo fluoroforo e identificado pelo aparelho. 
Tipicamente, em uma reagao de PCR positiva se ob- 
serva um periodo inicial sem alteragao na fluorescencia 
(correspondendo apenas ao DNA inserido na reagao), 
seguido por uma curva logaritmica (indicando a posi- 
tividade da rea^ao devido ao aumento logaritmico das 
moleculas de DNA com a ciclagem do PCR) ate se 
chegar a um plato (relacionado ao estado de equilibrio 
da reagao enzimatica). Apos o final da ciclagem da rea- 
gao de PCR, existe a possibilidade de se determinar a 
temperatura de fusao dos amplicons gerados. Esse expe¬ 
riment e denominado curva de Melting, e tern como 
objetivo determinar a Tm (temperatura onde metade 
das moleculas estao em fita dupla), o que permite di- 
ferenciar os produtos de PCR de acordo com o seu 
conteudo de G+C. Amplicons diferentes irao apresen- 
tar Tm diferenciadas. Oriunda dessa metodologia, uma 
segunda tecnica tern sido bastante utilizada atualmente: 
a analise da curva de Melting para identifica^ao de mu¬ 
tates pontuais em determinados genes, ou ate mesmo 
para sorotipagem de determinados microrganismos. Essa 
tecninca, denominada High Resolution Melting, utiliza 
um fluoroforo que age da mesma maneira que o SYBR, 
porem com uma sensibilidade muito maior, i.e., liga-se 
em praticamente toda a fita de DNA do amplicon (ao 
contrario de apresentar liga^ao prefenrecial apenas em 
regioes com maior quantidade CG, como ocorre com o 
SYBR), o que permite um controle restrito e identifi- 
cagao especifica da altera^ao da temperatura de Melting, 
tornando possivel a identifica^ao de mutagoes pontuais, 
por exemplo. 

Alem do metodo SYBR, outras metodologias sao utili- 
zadas atualmente em procedimentos de PCR tempo real, as 
quais foram desenvolvidas com o objetivo claro de aumentar 
a sensibilidade e especificidade do metodo. Nessa segunda 
categoria encontra-se a utilizagao de sondas fluorescentes 
para a detecgao de acidos nucleicos. Tres tipos de metodos 
tern sido utilizados mais frequentemente em plataformas de 
tempo real com o objetivo de diagnostico na microbiologia 
clinica, denominados sondas TaqMan, Molecular Beacons e 
sondas FRET. 

■ SONDAS TaqMan: sondas TaqMan foram idealizadas 
inicialmente para aumentar a especificidade de testes de 
PCR tempo real. A metodologia do teste utiliza duas 
caracteristicas importantes para poder ser realizada: 1) a 
capacidade exonucleasica 5’-3’ da polimerase utilizada 
na reagao de PCR; e 2) o fenomeno de transferencia de 
energia de ressonancia por fluorescencia (F1CET). F1CET 
corresponde ao mecanismo fisico de transferencia de 
energia de forma nao radiativa entre dois cromoforos, 
sem a necessidade de reabsor^ao de radiagao eletromag- 


netica, onde um cromoforo em estado eletronico exci- 
tado e capaz de transferir essa energia para um segundo 
cromoforo. No entanto, a eficiencia dessa transferencia e 
possivel somente a pequenas distancias (1 a 10 nm entre 
os cromoforos). Ao contrario do verificado para a me¬ 
todologia SYBR, nesse caso e necessaria a confec^ao de 
uma sonda alem do par de primers. A sonda deve ser lo- 
calizada entre os primers , e ira conter um fluoroforo (em 
sua extremidade 5') e um quencher (na extremidade 3'). 
O objetivo do quencher nesse caso e o de limitar a fluo¬ 
rescencia emitida pelo fluoroforo sem que haja alguma 
amplifica^ao do DNA em questao. Dessa maneira, estan- 
do ambos, fluoroforo e quencher, proximos um do outro 
(i.e., no estado sintetizado da sonda) nenhuma fluores¬ 
cencia e observada. Apos o anelamento dos primers e das 
sondas, a DNA polimerase inicia o processo de sintese 
do DNA e remove a sonda devido a sua capacidade de 
exonuclease; com isso, o fluoroforo e liberado e pode ser 
detectado, visto que o efeito do quencher sobre ele nao 
e mais observado. Dessa forma, a quantidade de fluoro¬ 
foro liberado e diretamente proporcional a do amplicon 
presente na amostra. Diferenciados fluoroforos (FAM, 
TET, etc.) e quenchers (TAMRA, MGB etc.) podem ser 
utilizados para a confec^ao dessas sondas, os quais devem 
ser escolhidos de acordo com o comprimento de onda 
que se deseje trabalhar. Este e um metodo de escolha 
para testes quantitativos por permitir que a fluorescencia 
seja mensurada de maneira cumulativa durante o estagio 
exponencial da PCR, alem de ser um teste altamente es- 
pecifico. Alem disso, sondas TaqMan sao ainda utilizadas 
em PCR Multiplex para a identificagao de diferenciados 
alvos em um mesmo ensaio, bastando para isso que se 
utilizem fluoroforos que nao apresentam emissao de luz 
absorvidas em um mesmo comprimento de onda do es- 
pectro ultravioleta (Holland et al, 1991; Ota et al. , 1998). 

■ Molecular beacons: tambem se utilizam da tecnologia 
FITET, porem suas sondas apresentam conformagao 
diferenciada denominada “ hairpin ” pelo anelamento 
que ocorre entre as porgoes 5' e 3'. Esse anelamento e 
rompido ao se atingir temperaturas mais altas durante 
a ciclagem do PCR. O hairpin apresenta normalmente 
tamanho de 25 nucleotideos, sendo que os 15 nucleoti- 
deos internos sao os responsaveis pelo anelamento a se- 
quencia-alvo (DNA ou RNA).As regioes terminais, por 
outro lado, possuem o objetivo de serem complementa- 
res para que se forme a estrutura secundaria de hairpin. 
Ainda, nessas proximidades, sao inseridos o fluoroforo 
(porgao 5') e quencher (por^ao 3’); portanto, quando na 
conformagao hairpin , favorece com que a tecnologia 
FFTET seja colocada em pratica. Por outro lado, uma vez 
que a sonda e denaturada e anelada ao DNA, permite a 
emissao de fluorescencia por parte do fluoroforo (Tyagi 
et al., 1996). 

■ Sondas FRET: sondas FRET tambem conhecidas 
como sondas LightCycler. Sondas FRET correspon- 
dem a um par de sondas a serem hibridizadas em locais 
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bastante proximos, sendo que em cada uma delas estara 
anexado um fluoroforo diferente. Se ambas as sondas 
conseguirem hibridizar a regiao-alvo, a fluorescencia do 
fluoroforo de uma das sondas e absorvida pelo fluorofo- 
ro adjacente, presente na sonda seguinte, o qual e tam- 
bem excitado e emite luz a um terceiro comprimento 
de onda, o qual e detectado. Se nao houver DNA-alvo 
na amostra, nao ocorrera o alinhamento das sondas, e 
o fenomeno nao sera observado, pois os fluoroforos es- 
tao distantes entre eles. As duas sondas abrangem uma 
regiao de mais de 40 a 50 bases, concebidas para empa- 
relhar uma ao lado da outra, proporcionando excelente 
especificidade. Esta caracteristica de sondas de hibrida- 
gao FRET e vantajosa nos casos em que o genoma do 
organismo-alvo e conhecido por mutar com frequencia, 
como o verificado em diagnosticos envolvendo virus 
(Didenko, 2001). 

■ SEQUENCIAMENTO DE DNA 

O sequenciamento e um metodo poderoso para identi- 
fica^ao de culturas clinicas, e esta se tornando uma metodo- 
logia acessivel com a introdugao de novas tecnologias. Alem 
da possibilidade de sua atua^ao no diagnostico direto, o se¬ 
quenciamento e tambem importante para o desenvolvimento 
de outros procedimentos diagnosticos de microrganismos. O 
sucesso de qualquer dos testes moleculares para diagnostico 
de doengas infecciosas depende da sele^ao de especies bac- 
terianas e/ou de regioes de interesse especificas de agentes 
patogenicos, como determinates de resistencia aos antimi- 
crobianos, genes codificantes de toxinas etc., de forma que se 
possam caracterizar alvos especificos para o desenvolvimento 
de testes moleculares sensiveis e especificos. 

O projeto inicial de sequenciamento de um genoma 
completo, que utilizava a tecnica classica de Sanger, levou 
varios anos e centenas de milhares de dolares para ser fmali- 
zado. Ao longo dos ultimos vinte anos, no entanto, a tecno- 
logia envolvida no sequenciamento de DNA avangou muito, 
gerando quantidades enormes de informagao e sequencias 
completas de genomas de diversos microrganismos (Joseph 
et al. , 2010). Nos bancos de dados de genomas e possivel en- 
contrar atualmente pelo menos um genoma completo dispo- 
nivel para quase todos os patogenos bacterianos humanos. O 
advento das tecnologias de sequenciamento de ultima gera- 
£ao, introduzidas em 2004, tornaram o processo muito mais 
rapido, onde um genoma bacteriano patogeno (1 a 6 Mb) 
pode ser sequenciado em menos de um dia, alem de ter custo 
de sequenciamento reduzido drasticamente. Esse grupo de 
tecnologias (por exemplo, Roche 454, Illumina, entre outros) 
aumentou a eficiencia do processo, permitindo o sequencia¬ 
mento de centenas de milhares a milhoes de moldes de DNA 
aleatorios na mesma reagao (Shendure, 2008). Dessa forma, o 
cenario atual e de uma nova era de genomica comparativa, 
utilizando dezenas de sequencias, de diferenciadas linhagens, 
com a utiliza^ao de ferramentas da bioinformatica que per- 
mitem a identificagao de assinaturas de DNA que possibili- 


tam a sele^ao de regioes exclusivas para especies e generos 
bacterianos (Beres et al., 2010). 

Uma das estrategias no diagnostico molecular de infec- 
goes bacterianas e a amplificagao do gene responsavel pela 
sintesese da por^ao ribossomal 16S ( 16SrRNA) . Esse gene 
esta, logicamente, presente em todas as bacterias, sendo que 
as mutagoes ocorrem ao acaso e nao estao, em geral, sujei- 
tas a formas seletivas. Apesar disso, e importante verificar que 
o 16SrRNA contem muitos dominios, alguns dos quais sao 
conservados e outros sao variaveis. Muitas vezes, a amplifi- 
ca^ao e o sequenciamento parcial do 16SrRNA e suficien- 
te para identificar as bacterias. No entanto, algumas especies 
dentro de um mesmo genero podem apresentar sequencias 
de 16SrRNA quase identicas, porem apenas 35% de iden- 
tidade de sequencia de maneira geral. Isso representa um 
problema para identificagao bacteriana, uma vez que todo o 
restante do genoma seria bastante diferenciado, podendo an- 
corar diferenciados genes de patogenicidade e/ou resistencia 
a antimicrobianos, por exemplo. Dessa maneira, o sequen¬ 
ciamento de 16SrRNA atualmente esta mais relacionado a 
pesquisa do que a sua utilizagao em procedimentos diagnos¬ 
ticos (Clarridge, 2004; Patel, 2001). A tendencia atual para 
esse tipo de experimento e a de utilizar o sequenciamento de 
isolados clinicos logo apos seu isolamento, com o objetivo de 
comparar genoma com biblioteca de sequencias de mesmo 
microrganismo para identificacao de novas mutagoes que ex- 
pliquem fenotipos alternativos como maior invasividade ou 
resistencia a antimicrobianos. Alem disso, existe ainda o inte¬ 
resse da utilizagao do sequenciamento completo de genomas 
para associagao a outros experimentos, focados na tipagem 
molecular com o intuito de se obter dados de controle epi- 
demiologico, principalmente quando este nao e possivel por 
outras tecnicas como PFGE, MLST ou MLVA (ver adiante). 

■ EXPERIMENTOS DE HIBRIDIZA^AO 

Hibridizagao de fluorescencia in situ (fluorescence in 
situ hybridization - FISH) corresponde a uma tecnica que tern 
por objetivo identificar sequencias especificas de DNA, com 
a utilizagao de sondas fluorescentes que hibridizam especi- 
ficamente regioes de alta complementaridade de sequencia. 
FISH e utilizado nao somente em tecnicas diagnosticas em 
microbiologia, mas para diversas tecnicas de citogenetica em 
diversos campos da ciencia, podendo identificar, alem de 
DNA, regioes especificas de RNA ou, ainda, de peptideos. 
Metodologicamente, a tecnica necessita primeiramente que 
uma sonda seja construida, a qual deve ter tamanho suficien- 
te para hibridizar especificamente o alvo (regiao de DNA 
desejada). O tamanho da sonda e de extrema importancia, 
visto que sondas grandes possuem menor especificidade de 
hibridizagao; usualmente, sondas de 10 a 25 nucleotideos sao 
utilizadas. O poder discriminatorio da sonda ira depender 
ainda da frequencia com que os fragmentos-alvo sao identifi- 
cados no genoma; assim, frequentemente se utilizam regioes 
que hibridizam regioes codificantes de porgoes ribossomais. 
A sonda e ligada a fluoroforos, que deve ser alvo para atuagao 
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de anticorpos ou estreptavidina/biotina, por exemplo. Em 
determinados experimentos ou kits diagnosticos especificos, 
a fluorescencia emitida pode requerer a utilizagao de um mi- 
croscopio confocal para sua visualiza^ao. 

FISH e um metodo rapido para a visualizagao e iden- 
tifica^ao de bacterias diretamente em amostras de interesse, 
e e capaz de identificar especies nao cultivaveis. Na micro- 
biologia clinica, liquidos biologicos sao submetidos a hi- 
bridizagao com sondas comerciais para a identifica^ao dos 
microrganismos. Grande quantidade de kits aprovados para 
uso baseia-se na na metodologia FISH, sendo que as sondas 
utilizadas hibridizam, na maioria das vezes, na regiao ribos- 
somal 16S. A sua utilizagao no diagnostico de bacteremias, 
por exemplo, permite um diagnostico de forma mais rapida e 
confiavel, quando em compara^ao com o metodo de cultivo 
convencional. As vantagens da tecnica como ferramenta de 
diagnostico se baseiam na sua simplicidade, associadas a alta 
sensibilidade, especificidade e rapidez do processo; por outro 
lado, a principal limita^ao da tecnica esta no estabelecimento 
de controles de rea^ao robustos e no uso de pessoal qualifica- 
do para evitar a hibridiza^ao inespecifica (Amann et al., 2008; 
Moter, 2000;Wagner et al., 2003). 

■ DNA MICROARRAYS 

Os recentes avangos nas tecnincas de analise molecular 
podem ser verificados no desenvolvimento de DNA microar¬ 
rays , tambem denominados microarranjos de DNA, que nao 
estao ainda totalmente desenvolvidos para diagnostico bacte- 
riano, mas estao em processo para uso num futuro proximo. 
Microarranjos de DNA sao experimentos que se baseiam 
tambem na tecnica de hibridiza^ao, porem com a possibilida- 
de da identificagao de diversos alvos no mesmo ensaio, visto 
que milhares de sondas podem ser verificadas em um mesmo 
experimento. Os chips utilizados para esta tecnica apresentam 
um arranjo de moleculas de DNA (fragmentos genomicos, 
cDNAs ou oligonucleotideos) fixados a uma superficie. A 
tecnica foi desenvolvida com o objetivo de identificar da¬ 
dos de forma quantitativa (expressao genica) ou qualitativa 
(diagnostico) (Schwarz et al. , 2010). Dessa maneira, o mate¬ 
rial em estudo (DNA genomico ou cDNA proveniente de 
RNA mensageiro) e marcado com fluoroforos e incubado 
com a matriz (ou chip), favorecendo o processo de hibridiza- 
gao da amostra as sondas complementares imobilizadas. Pos- 
teriormente, leitores automatizados sao capazes de identificar 
a presen^a e/ou ausencia do alvo em pesquisa, bem como 
quantifica-lo atraves da intensidade do sinal (Cassone et al ., 
2007). O aumento logaritmico do numero de sequencias de 
DNA de patogenos microbianos atualmente disponivel, jun- 
tamente com o desenvolvimento das tecnologias de imobi- 
lizagao de alto numero de dados em pequenas superficies, 
favorece o desenvolvimento de testes de alta sensibilidade 
para uso na microbiologia clinica, que poderiam ter como 
objetivo a detec^ao de microrganismos, genotipagem, analises 
comparativas entre especies e interespecies, e determinagao 
de resistencia a antimicrobianos. Associado a isso, diversos 


softwares que auxiliam na escolha de sondas corretas para 
caracterizagao de diferenciados generos e especies tern sido 
disponibilizados, o que tambem favorece o desenvolvimento 
de testes diagnosticos (MAQC Consortium, 2006). No en- 
tanto, existem obstaculos a implementa^ao de microarranjos 
na microbiologia clinica, dentre eles o principal seria o custo 
elevado do procedimento, principalmente relacionado a sin- 
tese dos chips e necessidade de leitores automatizados (Barken 
et al. , 2007). 

■ TIPAGEM MOLECULAR 

Os metodos de tipagem sao utilizados para a caracteriza- 
gao dos microrganismos, bem como para determinar e con- 
trolar sua proliferagao entre os individuos, principalmente em 
estudos epidemiologicos. A investiga^ao de surtos de doen^as 
infecciosas tern como objetivo definir as relates geneticas 
entre as linhagens isoladas de individuos hospitalizados, ou 
que trabalhem dentro de uma area restrita, e dentro de um 
curto periodo de tempo (dias, semanas). Outros estudos po¬ 
dem ainda utilizar dados provenientes da tipagem molecular, 
como no caso da vigilancia epidemiologica de longo prazo 
de doengas infecciosas ou a analise de estrutura populacional 
(taxonomia), que vise a abordar a relagao entre cepas isoladas 
durante longos periodos de tempo (anos, decadas) em um 
nivel geografico mais amplo (estados, paises, continentes). A 
tipagem comparativa e aplicada a fim de verificar o numero 
de clones envolvidos na transmissao e infec^ao, a monitoriza- 
gao dos reservatorios de clones epidemiologicos, bem como 
para avaliagao da eficacia de medidas de controle. Os avangos 
na biologia molecular conduziram ao desenvolvimento de 
varias estrategias de tipagem baseadas no DNA. 

■ Restriction fragment length polymorphism (RFLP): 

tecnica que envolve a digestao de restrigao dos produ- 
tos de PCR, a partir de endonuclease(s) de restrigao 
especifica(s) para o DNA em questao, com posterior 
avaliagao do comprimento dos fragmentos de DNA 
verificados (polimorfismos de comprimento de frag¬ 
mentos de restrigao, RFLPs), normalmente atraves de 
eletroforese em gel. O poder discriminatorio da tecnica 
e moderado, sendo que a resolugao pode ser melhorada 
com o aumento do numero de loci analisados, ou pelo 
aumento do numero de enzimas de restrigao por loco 
analisadas (Calderwood et al. , 1996). 

■ Repetitive Sequence-based PCR (REP-PCR): metodo 
de analise genomica atraves da PCR de sequencias cro- 
mossomicas repetitivas. Sequencias repetitivas extrageni- 
cas curtas (tambem denominadas sequencias intercaladas 
repetitivas) estao espalhadas por todo o genoma bacte- 
riano, e podem servir como alvo para a amplificagao de 
DNA genomico, principalmente as sequencias repetiti¬ 
vas palindromicas (Woods et al, 1992). 

■ Arbitrarily primed PCR (AP-PCR) ou Random 
Amplified Polymorphic DNA (RAPD): tecnica que se 
baseia na reagao de PCR atraves de primers arbitrarios 
(tambem conhecida como analise de DNA polimorfico 
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amplificado ao acaso), i.e., que nao possuem alta especi- 
ficidade para anelamento durante a ciclagem da rea^ao. 
Os primers possuem tamanho curto (10 pb) e sao utili- 
zados sob baixo rigor nas condi^oes de amplificagao. A 
tecnica se baseia no fato de que a organizagao genetica 
do genoma bacteriano entre diferentes linhagens e refle- 
tido pelo tamanho variavel e o numero de fragmentos 
amplificados. No entanto, a reprodutibilidade interlabo- 
ratorial dessa tecnica e considerada apenas moderada, e 
diversos primers comparativos devem ser utilizados para 
se obter resultados robustos (Welsh et al, 1991). 

■ Amplified fragment length polymorphism (AFLP): 
tecnica baseada na analise de polimorfismo de compri- 
mento de fragmentos amplificados. Corresponde a uma 
tecnica altamente sensivel para a detecgao de polimorfis- 
mos de DNA. O DNA extraido e digerido com uma ou 
mais enzimas de restrigao, de modo que posteriormente 
esses fragmentos possam ser ligados (atraves da utilizagao 
de uma ligase), e posteriormente submetidos a amplifi- 
ca^ao. Os fragmentos amplificados sao separados e vi- 
sualizados em geis de poliacrilamida desnaturantes (que 
permitem a separagao de tamanhos, fragmentos menores 
de DNA), ou, ainda, detectados atraves de fluorescencia 
por metodolgias de eletroforese capilar (procedimento 
automatizado). Os resultados obtidos sao classificados 
como presen^a/ausencia de polimorfismos. A tecnica e 
bastante utilizada para a detecgao de polimorfismos em 
diferenciadas regioes genomicas, simultaneamente, bem 
como na identificagao de varia^ao genetica em linha¬ 
gens microbianas altamente relacionadas, por exemplo. 
AFLP e considerada uma tecnica altamente robusta, 
apresentando vantagens em comparagao as demais 
(RFLP, RAPD etc.), pois possui maior reprodutibilidade, 
sensibilidade, poder de resolugao, alem de ter a capaci- 
dade de amplificar entre 50 a 100 fragmentos ao mesmo 
tempo, em uma unica rea^ao. No entanto, e uma tecnica 
laboriosa, que necessita recursos humanos altamente 
qualificados para se atingir resultados otimos (Savelkoul 
et al, 1999). 

■ Pulsed field gel eltrophoresis (PFGE): o procedimento 
envolve o crescimento microbiano controlado, com pos¬ 
terior extragao do DNA e tratamento deste com enzimas 
de restrigao especificas. As endonucleases de restrigao re- 
conhecem determinados locais em genomas bacterianos, 
produzindo grandes fragmentos de DNA, denominados 
fragmentos de macrorrestrigao. Devido ao tamanho 
desses fragmentos, e necessaria uma metodologia dife- 
renciada de eletroforese, denominada eletroforese em gel 
de campo pulsado (PFGE). Durante o procedimento de 
PFGE, a orienta^ao do campo eletrico ao longo do gel e 
modificada periodicamente, e a separagao dos fragmentos 
de DNA baseia-se principalmente no tempo necessario 
para que suas moleculas se reorientem no gel, em vez da 
velocidade com que podem migrar em conjunto (como 
utilizado na eletroforese normal). PFGE e considerado 
como o “padrao-ouro” atual para a genotipagem de 


microrganismos (Prevost et al. , 1992). No entanto, esta 
tecnica gera padroes de bandas complexos, e diretrizes 
internacionalmente aceitas para a interpreta^ao dos da¬ 
dos foram elaboradas (ver abaixo) visando a otimizar a 
tecnica, uma vez que a reprodutibilidade interlab orator ial 
do metodo e moderada (Murchan et al, 2003). 

■ Multilocus Sequence Typing (MLST): a tecnica de 
MLST e baseada na amplifica^ao e posterior sequen- 
ciamento de regioes conservadas do DNA-alvo para a 
verifica^ao de variagoes de sequencia e identificagao de 
perfis alelicos especificos, e e atualmente uma das meto- 
dologias de tipagem mais utilizadas para a caracterizagao 
bacteriana, principalmente intraespecies. A tecnica e ro¬ 
busta, se utiliza da compara^ao de sequencias de DNA, e 
e considerado o metodo mais rigoroso para defmi^ao de 
similaridades entre linhagens bacterianas (Maiden et al ., 
2006). Primeiramente, uma sele^ao criteriosa dos alvos 
deve ser relizada: os alvos devem ser 5 a 10 genes conser- 
vados (depende da estringencia requerida para o teste) e 
constitutivos, i.e., que codificam para proteinas que sao 
essenciais para a viabilidade celular, e que nao costumem 
sofrer mutagao com frequencia. O tamanho do ampli- 
con gerado deve ser de 450 a 500 pb, de forma que o 
sequenciamento a ser realizado posteriormente possua 
cobertura total sobre os amplicons em questao. Apos o 
sequenciamento, os dados gerados sao analisados; a cada 
fragmento de gene sequenciado sao atribuidos numeros 
de identificagao de alelos distintos, e a combinagao dos 
numeros definidos para todos os fragmentos do gene 
gera uma sequence type (ST). O MLST especificamente 
corresponde a analise das STs e a relagao da compara- 
£ao entre esses alelos, onde os isolados com o mesmo 
perfil alelico podem ser considerados clonalmente rela- 
cionados. A tecninca de MLST permite a investigagao 
de estruturas populacionais bacterianas e a comparagao 
direta de dados, que sao armazenados em bancos de da¬ 
dos especificos e podem ser acessados por diferenciados 
laboratories ao redor do mundo (Maiden et al. , 1998; 
Enright et al. , 1999). 

■ Multiple Loci Variable Number Tandem Repeat Analysis 

(MLVA): MLVA corresponde a um metodo utiliza¬ 
do para a analise de microrganismos especificos, que 
utiliza o polimorfismo genetico verificado nas regioes 
VNTR ( variable-number tandem repeat): locais especificos 
do DNA que apresentam a mesma sequencia repeti- 
damente, cujo numero de repetigao pode ser variavel, 
dependente especificamente do organismo em ques¬ 
tao, o que a caracteriza como uma marca especifica 
de cada organismo. VNTRs sao importantes fontes de 
polimorfismo genetico para identifica^ao de linhagens 
estreitamente relacionadas, devido a sua rapida evolu- 
£ao. Metodologicamente, sao selecionadas regioes bem 
caracterizadas (principalmente em relagao as taxas de 
muta^ao e diversidade genica), que sao posteriormente 
amplificadas visando a analise do tamanho do amplicon 
gerado, o que normalmente ocorre atraves da analise de 
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eletroforese capilar. Para isso sao utilizados primers que 
anelam em regioes conservadas flanqueando os alvos, 
que podem apresentar tamanho modificado de acordo 
com o numero de repeti^oes de uma sequencia especifi- 
ca de DNA. Dessa forma, a variabilidade na quantidade 
de sequencias curtas repetidas em tandem e usada para 
criar DNA perfis para genotipagem (Yazdankhah et al., 
2007; Rivero-Perez et al. , 2010). 

Criterios para a interpretaqao dos resuitados de 
tipagem molecular 

Experimentos de tipagem molecular diferenciam linha- 
gens similares de cepas nao relacionadas. No entanto, a inter- 
pretagao dos dados experimentais e uma etapa complexa e 
extremamente importante do processo. Os criterios de inter- 
pretagao desses dados devem obedecer as orientates claras 
para a determinagao inequivoca do nivel de varia^ao genetica 
(Tenover et al. , 1997). Essencialmente, a maioria das tecni- 
cas utilizadas gera imagens de padroes de bandas complexas, 
onde sua interpretagao permanece, de certa forma, especula- 
tiva.A desvantagem que ocorre nesse caso e o fato de que a 
analise das bandas e realizada manualmente, podendo levar a 
vies subjetivo pelo usuario. Para uma definifao mais precisa 
da similaridade entre linhagens, os resuitados obtidos atraves 
da tipagem podem ser submetidos a analise computacional, 
com a utiliza^ao de softwares especificos (GelCompar, Phi¬ 
lip, Ambis, Bioimage, Dendron,Taxotron, Molecular Analyst, 
BioNumerics, entre outros). No entanto, a possibilidade de 
edigao dos dados obtidos nao elimina por completo o vies 
descrito anteriormente. Atualmente, nao existem metodos 
para resolver esses problemas. Uma possivel automagao das 
metodologias de tipagem, apresentando uma normalizagao 
completa dos dados (incluindo sua interpreta^ao), poderia vir 
a solucionar os problemas mencionados. 

■ ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

Novas estrategias para a identifica^ao de microrganismos, 
que nao sao baseadas na identificagao do material genetico, 
estao em pleno uso no diagnostico clinico microbiano. A es- 
pectrometria de massas, por exemplo, tern sido bastante uti- 
lizada na identificagao de microrganismos. O procedimento 
de matrix-assisted laser desorption-time of flight (MALDI-TOF) 
promove a identifica^ao de bacterias a nivel de especies com 
a necessidade de um inoculo com baixa quantidade de mi¬ 
crorganismos. Isolados provenientes de hemoculturas, por 
exemplo, sao plaquadas em agar sangue e assim que as co- 
lonias comegam a ser notadas (em torno de 2 a 3 horas) ja 
podem ser submetidas a analise por MALDI-TOF. A tecnica 
reduz o risco de identifica^ao erronea de microrganismos. 
Metodologicamente, o inoculo bacteriano e disponibiliza- 
do na placa da analise, e apos o tratamento necessario para 
digestao enzimatica e ionizagao a laser, o que fornece um 
espectro de massas das proteinas presentes no microrganismo. 
O espectro e comparado com um banco de dados existente 


para a identifica^ao da especie em questao, com um tempo 
operacional aproximado de duas horas para a liberagao do 
resultado. A metodologia, no entanto, apresenta determinadas 
limitagoes, baseadas especialmente na porgao proteica do es¬ 
pectro utilizada para a identificagao. A por^ao mais utilizada 
para esse fim corresponde as regioes da porgao ribossomal 
16S, cuja similaridade entre determinados microrganismos e 
reconhecida. Dessa forma, Escherichia coli e Shigella , por exem¬ 
plo, apresentam espectros similares, assim como Streptococcus 
pneumoniae nao pode ser diferenciado de outros membros do 
grupo Streptococcus mitis/oralis. 

■ CONTROLE E GARANTIA DA QUALIDADE 

A qualidade dos resuitados obtidos deve ser justificada 
pelo controle de qualidade de laboratorio e procedimentos 
de garantia da qualidade. O controle de qualidade refere-se a 
um sistema de controle de processo, que fornece dados sobre 
a integridade e a exatidao do procedimento. A garantia de 
qualidade envolve um sistema de procedimentos de revisao, 
realizada por um instituto independente, visando a monitorar 
o correto funcionamento dos sistemas de controle de qua¬ 
lidade em execugao no laboratorio de diagnostico em mi- 
crobiologia molecular. A robustez dos metodos moleculares 
depende muito da qualidade dos reagentes e da calibragao 
dos instrumentos utilizados. Esse controle de qualidade deve 
ser realizado de acordo com o preconizado pelas agendas 
reguladoras. O treinamento dos profissionais envolvidos deve 
logicamente ser adequado, mas alem disso deve-se procurar 
cada vez mais a introdu^ao de procedimentos automaticos 
para processamento das amostras, a fim de reduzir manipu- 
lagao e aumentar a reprodutibilidade e robustez dos ensaios 
moleculares (Espy et al., 2006). A documenta^ao de valida- 
gao dos testes realizados deve demonstrar que os testes estao 
de acordo com os requisitos preconizados. Adicionalmente, 
o Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) possui um 
conjunto de diretrizes e orientates para metodos de diag¬ 
nostico moleculares, constantemente revisados, e que deve, 
sugestivamente, ser incorporado a rotina de trabalho. 

Alem disso, determinados quesitos devem sempre ser ve- 
rificados para que um teste diagnostico tenha sua validade 
comprovada. Os exemplos a seguir sao classicamente utiliza¬ 
dos para os experimentos de PCR e PCR tempo real, por 
exemplo, porem devem, na medida do possivel, ser utilizados 
para qualquer metodo diagnostico: 

■ Controles de rea^ao: idealmente, amostras de pacien- 
tes ja identificadas como contendo o acido nucleico-alvo 
sao usados como controle positivo, mas isso muitas vezes 
nao e pratico ou viavel. Uma alternativa aceitavel seria a 
utilizagao de um controle positivo confeccionado a par- 
tir de um pool de amostras negativas enriquecido com os 
microrganismos a serem testados, ou mesmo contendo 
uma amostra representativa do acido nucleico a ser de- 
tectado. Alem disso, o controle positivo deve estar a uma 
concentragao proxima do limite inferior de detec^ao do 
ensaio, visando caracterizar o correto funcionamento 
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do teste diagnostico. A utilizagao de controles negativos 
ocorre na maioria dos testes diagnosticos, no entanto 
nem sempre de maneira correta. O controle muitas ve- 
zes descrito como branco, tal como agua ou tampao e 
frequentemente utilizado como um controle negativo. 
Porem, um controle negativo real corresponde a uma 
amostra que contenha acido nucleico, mas que nao seja 
positiva para o teste em questao, e visa a demonstrar que 
a amplificagao, por exemplo, nao esta ocorrendo, carac- 
terizando, portanto, que nao esta ocorrendo uma detec- 
gao nao especifica de determinado produto amplificado. 
A utilizagao de controles brancos, contudo, tambem e 
indicada com o intuito de demonstrar que os reagentes 
utilizados nao estao contaminados. 

Garantia da qualidade: apos a implementa^ao do tes¬ 
te, e necessario a monitoragao continua do desempenho 
do ensaio com controle sobre equipamentos, reagentes 
e pessoal, incluindo controle da taxa de positividade do 
paciente para todos os ensaios realizados no aparelho de 
forma semanal ou mensal. O controle da qualidade dos 
reagentes deve ser realizado diariamente, inclusive dos 
controles positivos, negativos e de extra^ao. Finalmente, 
a avaliagao do desempenho dos instrumentos deve ser 
avaliada semestralmente. 

Contamina^ao: a situa^ao mais favoravel a contamina- 
gao em experimentos moleculares ocorre no proceeso 
de transference da amostra para tubo de extragao do 
acido nucleico ou para o tubo teste de rea^ao, princi- 
palmente nos experimentos de amplifica^ao. Cuidados 
basicos devem ser tornados para evitar a contaminagao, 
como controle durante manipulagao de pipetas, evitar 
a liberagao de aerossol, alem de sempre tomar cuidados 
especiais visto que todas as amostras sao potenciais car- 
readoras de elevada concentragao de microrganismos. 
Alem disso, o fluxo unidirecional de trabalho deve ser 
seguido, preferencialmente, com separa^ao espacial de 
espagos de trabalho para diferenciados processos. 


■ APLICAgOES 

Atualmente, uma gama de testes diagnosticos esta apro- 
vada para uso no laboratorio de microbilogia clinica. Testes 
de PCR tempo real, por exemplo, apresentam vantagens 
quando comparados as demais tecnicas de identificagao, tais 
como: imunoensaios (swabs para identifica^ao de Streptococcus 
do grupo A, material fecal para identifica^ao de toxina de 
Clostridium difficile e Escherichia coli 0157:H7); cultura para 
identificagao de microrganismo especifico a partir de uma 
amostra contendo microbiota endogena (secregao vaginal/ 
anal para identificagao de Streptococcus do grupo B); micror¬ 
ganismos de cultura dificil ou inviavel (Anaplasma phagocyto- 
phila, Bartonella henselae, Bordetella pertussis, Borrelia burgdorferi, 
Ehrlichia spp., Legionella spp., Mycoplasma pneumoniae, Chla- 
mydophila pneumoniae, Tropheryma whipplei ); microrganismos 
de identifica^ao dificultada (Microbacterias); identificagao 
de marcadores de resistencia a antimicrobianos ( Staphylococcus 
- MRSA, Enterococcus - VanR); identifica^ao e quantificagao 
viral, entre outros. 

Alem disso, clinicamente o diagnostico rapido fornecido 
por tecnicas moleculares tambem e fator importante. Agen- 
tes atipicos envolvidos no desenvolvimento de pneumonias, 
como Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae e 
Legionella spp. sao de dificil cultura e seu diagnostico requer 
tempo prolongado. Metodos moleculares disponiveis permi- 
tem sua identifica^ao mais rapidamente. Agentes microbianos 
envolvidos no desenvolvimento de meningite bacteriana re- 
querem diagnostico rapido devido a alta morbi-mortalidade 
dessas infec^oes. Testes de PCR em tempo real fornecem re- 
sultados muito mais rapidamente do que a cultura, e maior 
sensibilidade de identifica^ao de microrganismos, tais como: 
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus 
influenzae. Ainda, testes moleculares sao vantajosos, pois per- 
mitem identificagao do microrganismo mesmo que culturas 
se apresentem negativas, como casos de meningite em pro- 
cesso de tratamento com antimicrobianos. 


Tabela 40.1 Principals agentes infecciosos detectados por metodos moleculares. 

Agente infeccioso 

Metodologia 

Bacillus anthracis 

PCR tempo real 

Candida spp., C. albicans, C. glabrata, 

Hibridizagao in situ (FISH) 

Clostridium difficile 

PCR tempo real 

PCR tempo real Multiplex 

Hibridizagao in situ (FISH) 

Coxiella burnetii 

PCR tempo real 

Chlamydia trachomatis 

PCR, SDA 

Captura hibrida 

Hibridizagao proteica 


(Continua) 
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Tabela 40.1 Principals agentes infecciosos detectados por metodos moleculares. 

0 Continua^ao ) 

Agente infeccioso 

Metodologia 


Neisseria gonorrhoeae 

PCR, SDA, TMA 

Captura hibrida 

Hibridizagao proteica 


Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae 

PCR, SDA, TMA 

PCR tempo real 

PCR tempo real Multiplex 

Captura hibrida 

Hibridizagao proteica 


Enterococcus faecalis 

FISH 


Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa 

FISH 


Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas 
aeruginosa 

FISH 


Francisella tularensis 

PCR tempo real 


Gardnerella, Trichomonas vaginalis e Candida spp. 

Hibridizagao 


Streptococcus Grupo A 

Hibridizagao proteica 


Streptococcus Grupo B 

Hibridizagao proteica 

FISH 

PCR tempo real 


Leishmania 

PCR tempo real 


Staphylococcus aureus 

PCR tempo real 

FISH 

NAS BA 


Mycobacterium tuberculosis 

Hibridizagao proteica 


Yersinia pestis 

PCR tempo real 


Adenovirus 

PCR tempo real 

PCR tempo real Multiplex 


Influenza HI N1, Influenza A/H5 

PCR tempo real 


Cytomegalovirus 

Captura hibrida 

NAS BA 


Enterovirus 

PCR tempo real 

NAS BA 


Hepatite B (HBV) - quantificagao 

PCR tempo real 


Hepatite C (HCV) - detecgao e quantificagao 

PCR tempo real 

TMA 


HIV - detecgao e quantificagao 

Sequenciamento 

PCR tempo real 
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Tabela 40.1 Principais agentes infecciosos detectados por metodos moleculares. 

(Continua^ao) 

Agente infeccioso 

Metodologia 


HBV # HCVe HIV 

PCR, TMA 

PCR tempo real 

PCR tempo real Multiplex 
Hibridizagao 


Herpes Simplex (tipos 1 e 2) 

PCR, SDA 

PCR tempo real 


HPV 

PCR, TMA 

PCR tempo real 

PCR tempo real Multiplex 



Fonte: Emmadi et al., 2011. 


ATabela 40.1 apresenta uma lista de testes diagnosticos 
in vitro aprovados para uso nos Estados Unidos da America 
pela autoridade sanitaria local, o Food and Drug Adminis¬ 
tration (FDA), juntamente com a Association for Molecular 
Pathology, e tern como objetivo ilustrar a ampla variedade 
de testes disponiveis atualmente para o rapido diagnostico de 
microrganismos (Emmadi et al ., 2011). E importante ressaltar 
que essa tabela tern como objetivo apenas listar, a titulo de 
exemplificagao, os testes diagnosticos disponiveis atualmente. 
Informagoes complementares, bem como possiveis atualiza- 8. 

goes podem ser encontradas no website da FDA: www.fda. 
gov/MedicalDevices/ProductsandMedicalProcedures/Devi- 9. 

c e ApprovalsandClearanc es. 

A detecgao de microrganismos envolvidos em proces- 
sos infecciosos atraves da utilizagao de testes diagnosticos 
moleculares esta em um estagio inicial de implementagao, e 
muitos laboratories ainda utilizam somente os metodos de 
cultura tradicionais. Os novos principios baseados na detec- ^ 
gao de acidos nucleicos permitem formas mais rapidas, sensi- 
veis e especificas de monitoramento de bacterias patogenicas, ^ 
e sua implementagao deve aumentar em um futuro proximo. 
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Meios de Cultura 


O laboratorio de microbiologia apresenta algumas pecu- 
liaridades em compara^ao as outras subareas das analises cli- 
nicas. A principal delas e que, ao contrario dos outros setores 
que manipulam basicamente especimes clinicos, a microbio¬ 
logia destina-se a cultivar microrganismos, os quais necessi- 
tam de condigoes ideais para o crescimento. Tais condigoes 
incluem: temperatura adequada (oferecida pelas estufas bac- 
teriologicas), tempo (geralmente uma incubagao overnight e 
suficiente, mas podem ser necessarios varios dias em casos 
especiais), atmosfera adequada (representada pelo aumento da 
tensao de CC> 2 , quando pertinente) e presenga de nutrientes, 
os quais estao disponiveis nos meios de cultura. 

Nesse capitulo, descreveremos as diferentes classificagoes 
e os componentes basicos dos principals meios de cultura 
utilizados rotineiramente no laboratorio de microbiologia. 
Nao e nosso foco o modo de preparo dos meios de cultu¬ 
ra, nem os metodos para controle de qualidade dos mesmos. 
Nosso objetivo e que o leitor compreenda quais sao os prin- 
cipios que justificam a utilizagao de cada um dos meios de 
cultura na rotina dos laboratories de microbiologia. 

Os primeiros relatos da utilizagao de meios de cultura sao 
o uso de caldos simples, feitos a partir de urina ou extratos de 
carne, por Louis Pasteur. Posteriormente, Robert Koch enten- 
deu a importancia dos meios de cultura solidos e utilizou ba¬ 
tata para realizar o crescimento bacteriano. Antes da utilizagao 
do agar como agente solidificante, foi feita uma tentativa de 
uso da gelatina. Entretanto, essa tentativa falhou, pois a gelatina 
apresentava dois pontos fortemente negativos: se liquefazia a 
temperatura de estufa e era degradada por alguns microrganis- 
mos, tais como algumas amostras de Enterococcus spp. 

A partir de entao, e ate os dias atuais, o agar-agar (ou 
simplesmente agar) e a base para os meios de cultura, sendo 
o agente solidificante mais utilizado. O agar e um polissaca- 
rideo ramificado obtido das membranas celulares de algumas 
especies de algas vermelhas. Ele e composto de dois polissa- 
carideos de cadeia longa (70% agarose e 30% agaropectina) e 
suas temperaturas de fusao e solidificagao sao, respectivamen- 
te, 95 °C e 42 °C. Nao ha fungao nutritiva para o agar, ele 
nao e hidrolisado pela maioria das bacterias e e usualmente 
livre de promotores de crescimento ou de substancias que 
retardem o crescimento. Entretanto, pode ser fonte de calcio 
e ions organicos. 


Gema de ovo e soro tambem podem ser utilizados para 
solidificar meio de cultura. Esses componentes sao normal- 
mente liquidos, mas se tornam solidos a partir do processo 
de coagula^ao que ocorre pelo aquecimento. Exemplos de 
meios contendo soro incluem Loeffler (para cultivo de Cory- 
nebacterium spp.) e, com gema de ovo, o Lowenstein-Jensen 
(para cultivo de Mycobacterium spp.). 

Alem do agar, que e responsavel pela consistencia, e ne- 
cessario que o meio de cultura contenha todos os nutrientes 
que as bacterias encontram em seus habitats naturais, quais 
sejam: agua, uma fonte de carbono e energia, fonte de nitro- 
genio, oligoelementos e alguns fatores de crescimento. 

Os meios de cultura podem ser classificados de acordo 
com varios parametros: consistencia, componentes nutricio- 
nais ou fun^ao. 

■ CLASSIFICAgAO DE ACORDO COM A 
CONSISTENCIA 
Meios de cultura liquidos 

Esses meios nao apresentam agente solidificante (agar), 
tendo a consistencia de caldo. Aqui, o crescimento bacteriano 
e evidenciado pela turvagao do meio, que e, inicialmente, 
translucido. Certas bacterias aerobias e aquelas que contem 
fimbrias ( Vibrio e Bacillus) produzem um fino filme parecido 
com uma pelicula na superficie dos meios que nao sofrem 
agitagao durante o crescimento bacteriano. Algumas vezes, a 
turbidez inicial pode ser seguida de uma clarificagao do meio, 
devido a autolise, o que e observado, por exemplo, com Strep¬ 
tococcus pneumoniae. 

Os meios de cultura liquidos sao utilizados quando se 
necessita de um grande inoculo bacteriano. Alem disso, e in- 
teressante inocular bacterias em meios liquidos para diluir 
qualquer inibidor do crescimento bacteriano. Esse e, na ver- 
dade, o principio das hemoculturas. 

Por fim, o arranjo (cadeia, aos pares, em aglomerado etc.) 
de um microrganismo pode ser visualizado, a partir da Colo¬ 
rado de Gram, com muito mais qualidade a partir de uma 
cultura liquida, onde os tres pianos estao disponiveis para que 
a bacteria possa crescer em qualquer diregao. 
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O principal ponto negativo das culturas liquidas e o fato 
de as propriedades fenotipicas das bacterias nao serem visi- 
veis, o que impossibilita a observa^ao de culturas contamina- 
das ou culturas mistas. 

Meios de cultura semissolidos 

Sao aqueles em que existe um agente solidificante em uma 
concentragao que pode variar entre 0,2% a 0,5%. Com essa 
concentragao, a consistencia do meio e intermediary, permi- 
tindo o crescimento dos microrganismos em tensoes variadas 
de oxigenio. Sao tambem utilizados para observagao da capa- 
cidade de motilidade das bacterias e como forma de conservar 
microrganismos. Alguns meios de transporte, como Stuart ou 
Amies sao semissolidos, assim como outros meios utilizados na 
identificagao bioquimica dos microrganismos. 

Meios de cultura solidos 

Nesses casos, o agente solidificante esta presente em con¬ 
centrates mais altas (1% a 3,0%). Os meios de cultura solidos 
permitem visualizar a presenga de contaminagao nas culturas 
ou a ocorrencia de culturas mistas. Alem disso, permite a vi- 
sualizagao de muitas caracteristicas fenotipicas uteis na iden- 
tificagao bioquimica dos microrganismos, tais como tipo de 
hemolise em meios especificos, presenga de pigmento, dife- 
rentes tipos de morfologia colonial, entre outras. 

Meios de cultura bifasicos 

Algumas vezes, um sistema de cultura compreende tanto 
uma fase liquida quanto uma fase solida, no mesmo recipien- 
te. Esses sao conhecidos como meios bifasicos. O inoculo e 
adicionado ao meio liquido e, quando subcultivos precisam 
ser realizados, a garrafa e simplesmente inclinada para per- 
mitir que o liquido flua sobre o meio solido. Isso evita que 
as garrafas sejam frequentemente abertas (e potencialmente 
contaminadas) quando ha a necessidade de subcultivos. 

■ CLASSIFICAgAO DE ACORDO COM OS 
COMPONENTES NUTRICIONAIS 

Os meios podem ser classificados como simples, comple- 
xos e sinteticos. Algumas bacterias necessitam de nutrientes 
extras para o crescimento, as quais sao ditas fastidiosas. Meios 
simples como agar nutriente podem suportar o crescimento 
da maioria das bacterias nao fastidiosas. Ja os meios comple- 
xos sao assim chamados porque a sua composi^ao exata e 
dificil de estimar. Por outro lado, os meios sinteticos ou de- 
finidos sao especialmente preparados para fins de pesquisa e 
tern a composigao de cada componente muito bem definida. 

■ CLASSIFICAgAO DE ACORDO COM A 
FUNgAO 

Meio basico 

Sao aqueles que suportam o crescimento da maioria das 
bacterias nao fastidiosas. Agua peptonada, caldo nutriente e 


agar nutriente sao considerados meios basicos. Sao utilizados 
para cultivo primario ou conservagao de microrganismos. 

Meio enriquecido 

Sao adicionados nutrientes extras em forma de sangue, 
soro, gema de ovo, entre outros, a um meio basico para que 
ele se torne enriquecido. Sao bastante utilizados na rotina dos 
laboratories de microbiologia. Exemplos: agar sangue, agar 
chocolate, agar Loeffler, entre outros. Utilizados para cultivo 
primario da maioria dos microrganismos. 

Meios seletivos 

Desenhados em sua composigao para inibir bacterias 
nao desejadas ou contaminantes a partir de uma mistura de 
microrganismos.Varias abordagens podem ser utilizadas para 
tornar um meio seletivo, tais como utiliza^ao de antimicro- 
bianos, corantes, substancias quimicas, alteragao de pH ou a 
combinagao desses. Contem substancias que inibem o de- 
senvolvimento de determinados grupos de microrganismos, 
permitindo o crescimento de outros. Exemplo: meios com 
telurito de potassio (para isolamento de C. diphtheriae ), agar 
SS (isolamento de Salmonella e Shigella) e agar MacConkey 
(isolamento de enterobacterias). A maioria deles e tambem 
diferencial, permitindo diferenciar as colonias (solidos) dos 
microrganismos. 

Meios de enriquecimento 

Meios liquidos que servem tambem para inibir micro- 
-organismos comensais dos especimes clinicos e favorecer o 
crescimento dos possiveis patogenos, presentes em numero 
pequeno. Exemplos incluem caldo selenito, caldo tetrationato 
e agua peptonada alcalina, que sao utilizados para recuperar 
patogenos de especimes fecais. 

Meios diferenciais ou indicadores 

Certos meios sao desenhados de maneira que deter- 
minadas bacterias possam ser reconhecidas com base na 
cor das suas colonias. Para isso, sao incorporados corantes, 
substratos metabolicos, entre outros, para que a bacteria 
que os utiliza apare^a com coloragao diferente das demais. 
Exemplos incluem agar MacConkey, agar CLED, agar 
XLD, entre outros. 

Meios de transporte 

Os especimes clinicos devem ser transportados ao la- 
boratorio imediatamente depois da coleta para prevenir o 
crescimento excessivo de microrganismos comensais ou 
contaminantes. Para que esse transporte seja efetivo, sao utili- 
zados meios de transporte, os quais previnem o ressecamento 
(desseca^ao) do especime e inibem o crescimento excessivo 
dos microrganismos comensais. Alguns desses meios sao se¬ 
missolidos em consistencia (Stuart e Amies).A adigao de car- 
vao serve para neutralizar fatores inibitorios. O meio Cary 
Blair e utilizado para transportar fezes de pacientes com sus- 
peita de colera. 
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Meios para microrganismos anaerobios 

Bacterias anaerobias necessitam de meios especiais para 
crescimento, porque elas precisam de pouco oxigenio, redu- 
zido o potencial de oxidorredugao e nutrientes extras. Meios 
para anaerobios podem necessitar de suplementos extras, tais 
como hemina e vitamina K. Ferver o meio e uma maneira 
de eliminar e dissolver o oxigenio. A adicao de glicose 1%, 
tioglicolato 0,1%, acido ascorbico 0,1% e cisteina 0,05% po¬ 
dem resultar em um meio reduzido. O azul de metileno ou a 
resazurina sao indicadores do potencial de oxirredugao e sao 
normalmente incorporados ao tioglicolato para indicar se o 
meio esta adequado para uso. Em condigoes de redugao do 
meio, o azul de metileno e incolor. 

A seguir, serao apresentados o principio e a utilizagao dos 
principals meios de cultura usados rotineiramente no laborato¬ 
ry de microbiologia para isolamento primario e identificagao 
bioquimica dos microrganismos com maior relevancia clinica. 

Agar sangue 

■ Tipo: enriquecido 

■ Principio: e adicionado sangue desfibrinado de carnei- 
ro ou coelho (5%) ao agar base para enriquecer o meio 
e possibilitar o melhor e mais rapido crescimento dos 
microrganismos. Os eritrocitos permanecem integros no 
meio, permitindo a visualizagao dos diferentes padroes 
de hemolise causados pelos microrganismos, sendo mui- 
to util para auxiliar na identificagao presuntiva especial- 
mente de Streptococcus spp. 

■ Utilidade: cultivo primario da maioria dos especimes 
clinicos; verifica^ao de hemolise; prova do satelitismo 
para identificagao presuntiva de Haemophilus influenzae. 

Agar chocolate 

■ Tipo: enriquecido 

■ Principio: nesse meio, o sangue de cavalo, carneiro ou 
coelho (5%) adicionado ao agar base e aquecido para a 
lise dos eritrocitos, liberando hemina e hematina, com- 
postos essenciais para o crescimento de microrganismos 
exigentes. 

■ Utilidade: cultivo primario de alguns especimes clini- 
cos, crescimento de microrganismos exigentes, tais como 
Haemophilus spp., Neisseria spp., Branhamella catarrhalis e 
Moraxella spp. 

Agar Thayer-Martin Chocolate 

■ Tipo: meio de enriquecimento e seletivo 

■ Principio: contem antimicrobianos que inibem o cresci¬ 
mento de neisserias comensais e outras bacterias, quando 
em amostras colhidas de sitios contaminados, favorecendo 
o crescimento das neisserias com potencial patogenico. 

■ Utilidade: usado para o isolamento seletivo de Neisseria 
gonorrhoeae e Neisseria meningitidis, a partir de especimes 
clinicos. 


Agar Salmonella-Shigella (SS) 

■ Tipo: seletivo e diferencial 

■ Principio: possui substancias que inibem o crescimento 
de microrganismos Gram-positivos, tais como: sais bilia- 
res, verde brilhante e citrato de sodio. Alem disso, contem 
lactose em sua composigao, o que permite a diferenciagao 
dos microrganismos Gram-negativos em fermentadores e 
nao fermentadores da lactose. Isso porque a fermentagao 
da lactose acidifica o meio, que, na presenga do indicador 
vermelho neutro, forma colonias cor-de-rosa. As bacterias 
nao fermentadoras da lactose mostram-se transparentes. 
Contem tambem tiossulfato de sodio e citrato ferrico, os 
quais permitem a observa^ao de produgao de H 0 S pelas 
bacterias, por meio do desenvolvimento de coloragao ne- 
gra no centro da colonia. 

■ Utilidade: selecionar e isolar especies de Salmonella spp. 
e Shigella spp. em amostras de fezes, alimentos e agua. 
Ambos os microrganismos sao lactose negativos, entre- 
tanto, Salmonella spp. produz H 0 S ao passo que Shigella 
spp. nao produz. 

Agar MacConkey 

■ Tipo : seletivo e diferencial 

■ Principio: o meio contem cristal violeta, que ini- 
be o crescimento de microrganismos Gram-positivos. 
Tambem contem sais biliares (inibidor de Gram- 
positivos). Como a concentragao desse sal nao e tao 
elevada, como no SS, por exemplo, a inibigao dos Gram- 
positivos pode nao ser total. A lactose presente no meio 
permite a diferenciagao dos fermentadores e nao fer¬ 
mentadores da lactose. 

■ Utilidade: cultivo primario de muitos especimes clini- 
cos; crescimento de Gram-negativos; auxiliar na identi- 
fica^ao presuntiva dos microrganismos Gram-negativos 
pela diferenciagao em lactose positiva e negativa. 

Agar Cled 

■ Tipo: seletivo 

■ Principio: permite o crescimento de patogenos uri- 
narios. Tern a lactose incorporada ao meio, permitindo 
a diferenciagao de fermentadores e nao fermentadores 
desse agucar. Entretanto, como o indicador de pH e o 
azul de bromotimol (coloragao inicial do meio: verde), 
fermentadores apresentam colonias amarelas. Esse meio 
e deficiente em eletrolitos e essa caracteristica impede 
a prolifera^ao do caracteristico “veu” de amostras de 
Proteus spp. 

■ Utilidade: isolar e quantificar microrganismos Gram- 
positivos, Gram-negativos e leveduras, a partir, essencial- 
mente, de urina. 

Meio de Lowenstein-Jensen 

■ Tipo: enriquecido 
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■ Princfpio: a base do meio e constituida por ovos inte¬ 
grals, o que gera condigoes favoraveis para o crescimen- 
to das micobacterias. 

■ Utilidade: isolamento primario das micobacterias, a 
partir de diferentes especimes clinicos. 

Meio de Lowenstein e Middiebrook 

■ Tipo: bifasico 

■ Princfpio: o meio e constituido de duas fases, uma 
solida, que e o meio de Lowenstein-Jensen, e uma liqui- 
da, que e o meio 7H-9. Juntos, fornecem os nutrientes 
necessarios para o desenvolvimento das micobacterias 
isoladas de especimes clinicos. O meio liquido permite a 
recuperagao de micobacterias, mesmo que essas estejam 
em quantidade pequena no especime clinico. 

■ Utilidade: sistema desenvolvido para o isolamento de 
micobacterias do sangue e de materials paucibacilares 
(numero pequeno de bacilos alcool-acido resistentes), 
como liquor, liquido pleural, biopsias, entre outros. 

Agar Mueller-Hinton 

■ Tipo: meio basico 

■ Princfpio: sua formulagao basica consiste em extrato 
de carne, caseina, amido e agar. Foi o meio padronizado 
por Kirby e Bauer na decada de 1960 para a realiza- 
gao do antibiograma. E atualmente recomendado pelos 
principals comites de padronizagao de tecnicas na mi- 
crobiologia, incluindo o Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI), para a maioria dos microrganismos de 
importancia medica. Para alguns microrganismos especi- 
ficos, como e o caso do Streptococcus pneumoniae, e neces- 
sario a adi^ao de sangue de carneiro (5%) para suportar 
o crescimento do microrganismo. 

■ Utilidade: meio utilizado para a realizagao do teste de 
avaliagao da resistencia aos antimicrobianos pelos meto- 
dos de difusao em disco ou fitas de gradiente de con- 
centragao (E-test®, MICE®) para a maioria dos micro- 
-organismos de importancia medica. 

Caido BHI (Brain Hearth Infusion) 

■ Tipo: enriquecido 

■ Princfpio: contem nutrientes derivados de infusao 
de cerebro e coragao, alem de peptona e dextrose. A 
peptona e a infusao sao fontes de nitrogenio, carbono, 
enxofre e vitaminas. A dextrose e um carboidrato que 
os microrganismos utilizam para fermentagao. Com essas 
caracteristicas, permite o bom crescimento de muitas das 
bacterias de importancia medica. 

■ Utilidade: meio para cultivo da maioria dos micror¬ 
ganismos de importancia medica. Pode ser utilizado na 
prepara^ao do inoculo para teste de suscetibilidade aos 
antimicrobianos, para realizagao do teste da coagulase 
em tubo, para teste de crescimento bacteriano a 42 °C 
e 44 °C e para teste de motilidade em lamina. Pode ser 


utilizado tambem na conservagao de microrganismos se 
for adicionado um agente crioprotetor, como o glicerol. 

Caldo tioglicolato com indicador 

■ Tipo : enriquecido 

■ Princfpio: a composigao do meio permite o cres¬ 
cimento de varios microrganismos. O potencial de 
oxirredu^ao baixo do meio permite o crescimento de 
bacterias anaerobias. A resazurina e o azul de metileno 
sao indicadores da posigao de oxida^ao de aerobios, e a 
dextrose incluida na formula sustenta o crescimento de 
microrganismos que tern crescimento vigoroso na pre- 
senga do carboidrato. 

■ Utilidade: usado para o cultivo de microrganismos ae¬ 
robios, microaerofilos e anaerobios. Tambem e utiliza¬ 
do para controle de esterilidade bacteriana de diversos 
materials. 

Caldo selenito cistina 

■ Tipo: meio de enriquecimento e seletivo 

■ Princfpio: tern por fmalidade o enriquecimento seleti¬ 
vo de amostras de fezes, alimentos, agua e outros mate¬ 
rials e produtos para o isolamento de Salmonella spp. O 
selenito de sodio inibe estreptococos fecais e coliformes 
durante as primeiras 8 a 12 horas de incuba^ao, permi- 
tindo, desta forma, o desenvolvimento de salmonelas 
sem a interferencia dos outros membros da microbio¬ 
ta fecal. A adigao de cistina estimula o crescimento de 
Salmonella spp. 

■ Utilidade: utilizado para o enriquecimento e isola¬ 
mento de Salmonella spp. em amostras de fezes, urina e 
alimentos. 

Agar base ureia (Christensen) 

■ Tipo: identifica^ao bioquimica 

■ Principio: determina a habilidade do microrganismo de 
degradar a ureia em duas moleculas de amonia pela agao 
da enzima urease, resultando na alcalinizagao do meio e 
mudanga de Colorado. O indicador presente no meio e 
o vermelho de fenol, a partir do qual a alcalinizagao leva 
a ocorrencia de coloragao rosa. 

■ Utilidade: auxiliar na identificagao bioquimica de mi¬ 
crorganismos, especialmente enterobacterias. 

Agar TSI (triple sugar iron) 

■ Tipo: identificagao bioquimica 

■ Princfpio: este meio contem tres agucares: glicose 
(0,1%), lactose (1%), sacarose (1%). Alem disso, contem 
sulfato de ferro para a detecgao da produ^ao de H 0 S 
(produgao de cor preta no tubo). O indicador presente 
e o vermelho de fenol. A fermentagao e indicada pela 
mudanga da cor do indicador de pH de vermelho para 
amarelo. O agar fundido e deixado solidificar, forman- 
do uma superficie inclinada. Essa configuragao origina 
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duas camaras de rea^ao dentro do mesmo tubo. A por- 
gao inclinada ou bico, exposta em toda sua superficie ao 
oxigenio atmosferico, e aerobia. A porgao inferior, de- 
nominada profundidade ou fundo, esta protegida do ar e 
e relativamente anaerobia. Quando se prepara o meio, e 
importante que o bico e a profundidade tenham o com- 
primento igual ao redor de 3 cm cada um, de modo que 
o efeito das duas camaras seja conservado. 

■ Utilidade: diferenciar bacilos Gram-negativos com base 
na fermentagao de carboidratos, produgao de sulfato de 
hidrogenio e gas. 

Meio base para oxidapao e fermentapao (OF) 

■ Tipo: identificagao bioquimica 

■ Principio: verificar a capacidade do microrganismo de 
utilizar a glicose presente no meio pela via oxidativa ou 
fermentativa. A via fermentativa e aquela onde ha utili- 
za^ao da glicose na ausencia de oxigenio, ou seja, na base 
do meio. Na superficie, caso haja alteragao da coloragao 
do meio (de verde para amarelo), sera indicativo de utili- 
za^ao da glicose por via fermentativa. 

■ Utilidade: diferenciar bacilos Gram-negativos em fer- 
mentadores e nao fermentadores da glicose. 

Agar citrato de Simons 

■ Tipo: identificagao bioquimica 

■ Principio: verifica a capacidade da bacteria de utilizar 
o citrato de sodio como unica fonte de carbono, jun- 
tamente com sais de amonia, alcalinizando o meio. O 
indicador utilizado e o azul de bromotimol, o qual torna 
o meio azul quando alcalino, sendo verde a cor original 
do meio. 

■ Utilidade: auxiliar na identificagao bioquimica de baci¬ 
los Gram-negativos. 

Agar bile esculina 

■ Tipo: identifica^ao bioquimica 

■ Principio: algumas bacterias sao capazes de hidrolisar 
a esculina na presenga de sais biliares. A esculina e um 
derivado glicosidico da cumarina.As duas moleculas do 
composto (glicose e 7-hidroxicumarina) estao unidas 
por uma ligagao ester atraves do oxigenio. A esculina e 
incorporada em um meio contendo 4% de sais biliares. 
As bacterias com capacidade de hidrolisar a esculina na 
presenga de sais biliares irao produzir glicose e escule- 
tina a partir da molecula inicial. A esculetina, por sua 
vez, reage com ions ferricos (fornecidos pelo composto 
inorganico do meio — o citrato ferrico), formando um 
complexo negro. 

■ Utilidade: diferencia^ao de especies de Streptococcus spp. 
Identificagao dos Enterococcus spp (bile esculina positi- 
vos). Na ausencia de bile, a hidrolise da esculina pode ser 
utilizada para a identifica^ao de bacilos Gram-negativos 
nao fermentadores da glicose e enterobacterias. 


Caldo base de Moeller 

■ Tipo: identifica^ao bioquimica 

■ Principio: as descarboxilases sao um grupo de enzi- 
mas com substrato especifico, capazes de reagir com o 
grupo carboxila dos aminoacidos para formarem aminas 
alcalinas. Essa reagao, conhecida como descarboxilagao, 
origina dioxido de carbono como produto secunda- 
rio. Sao utilizados normalmente tres aminoacidos para 
identifica^ao dos microrganismos: lisina, ornitina e argi- 
nina. A base de Moeller e a mais utilizada. Os produtos 
aminados especificos sao: cadaverina, putrescina e citru- 
lina para lisina, ornitina e arginina, respectivamente. A 
conversao da arginina em citrulina e uma atividade de 
dihidrolase, e nao descarboxilase, na qual o grupo NH 9 
e retirado da arginina como primeira etapa. Em seguida, 
a citrulina e convertida em ornitina, que sofre descarbo- 
xilagao para formar putrescina. A incubagao deve ser em 
anaerobiose e, para isso, e adicionado 1 mL de oleo mi¬ 
neral esteril apos a inoculagao. No inicio da incuba^ao, a 
glicose contida no meio e fermentada e ocorre viragem 
de cor purpura para o amarelo. Quando o aminoacido e 
descarboxilado, as aminas alcalinas formadas revertem a 
cor do meio para o purpura original. 

■ Utilidade: verificar a capacidade de microrganismos 
usarem enzimas, auxiliando na identificagao bioquimica 
dos mesmos. Utilizado principalmente para identifica- 
£ao de enterobacterias, bacilos Gram-negativos nao fer¬ 
mentadores da glicose e especies de estafilococos. 

Agar DNase 

■ Tipo: identifica^ao bioquimica 

■ Principio: o meio e composto por triptona, cloreto de 
sodio e DNA molecular. A triptona fornece os nutrientes 
para o crescimento. O cloreto de sodio mantem o equili- 
brio osmotico. O DNA molecular permite a detecgao da 
desoxirribonuclease (DNase) que despolimeriza o DNA. 
Apos a incubagao do meio com a cepa a ser testada, a placa 
e inundada com acido cloridrico que, por sua vez, provoca 
a precipitagao do DNA polimerizado, tornando o meio 
opaco. Os microrganismos que possuem a DNase produ- 
zem uma zona transparente em volta da area de crescimen¬ 
to, pois ha a despolarizagao do DNA precipitado. 

■ Utilidade: e predominantemente utilizado na identifi- 
cagao dos Staphylococcus , mas tambem pode ser utilizado 
na detec^ao da atividade de DNase em outros micro- 
-organismos. Os principais, de importancia medica, que 
apresentam prova da DNase positiva sao: Staphylococcus au¬ 
reus , Serratia spp., Proteus spp., Stenotrophomonas maltophilia , 
Cryseobacterium meningosepticum , Moraxella catarrhalis. 

Agar fenilalanina 

■ Tipo: identifica^ao bioquimica 

■ Principio: verifica a capacidade da bacteria de produ¬ 
zir acido fenilpiruvico a partir da fenilalanina por agao 
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enzimatica. O aminoacido aromatico fenilalanina e desa- 
minado oxidativamente, por uma aminoacido-oxidase, a 
fenilalanina-desaminase, produzindo acido fenilpiruvico. 
O cloreto ferrico, que deve ser adicionado ao meio apos 
incubagao, e um agente quelante que se liga ao acido 
fenilpiruvico, formando uma coloragao verde. 

■ Utilidade: diferenciar generos e especies de entero- 
bacterias. A atividade de fenilalanina-desaminase e ca- 
racteristica de Morganella morganii e todas as especies de 
Proteus e Providencia. 

Meio de Rugai 

■ Tipo: identifica^ao bioquimica 

■ Princfpio: em um unico tubo, estao contidos diferentes 
substratos que elucidam caracteristicas bioquimicas dis- 
tintas dos bacilos Gram-negativos. Sua fmalidade prin¬ 
cipal e a triagem bioquimica de colonias isoladas nos 
meios seletivos para bacilos Gram-negativos oxidase- 
-negativos. No mesmo tubo, e possivel verificar nove 
reagoes: motilidade da bacteria, indicada pela turvagao 
da lisina na base; descarboxilagao da lisina; fermentagao 
da glicose em profundidade e da sacarose na superficie 
do meio; produgao de H 2 S; produ^ao de gas em glicose; 
utilizagao do aminoacido L-triptofano (desaminagao); 
hidrolise da ureia e, no tampao do tubo, um desenvolvi- 
mento de coloragao avermelhada que indica a formagao 
de indol. 


■ Utilidade: identifica^ao presuntiva das principais espe¬ 
cies de enterobacterias. 
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■ INTRODUgAO 

A Microbiologia Diagnostica tem permanecido pratica- 
mente a mesma desde as descobertas de Pasteur e Koch no 
seculo XIX. Portanto, os metodos utilizados na maioria dos 
laboratories clinicos hoje em dia ainda baseiam-se nas antigas 
tecnicas de microscopia e cultivo em agar, algumas das quais 
persistem em nossas rotinas por mais de dois seculos. 

Entretanto, embora tenha demorado mais que nos outros 
setores do Laboratorio, o avango tecnologico finalmente che- 
gou a Microbiologia. Especialmente nos ultimos 10 a 20 anos, o 
que temos observado e uma verdadeira revolugao nos metodos 
de deteegao de microrganismos, identificagao e determinagao 
de mecanismos de resistencia. Essas mudangas comegaram na 
decada de 1980 e se intensificaram a partir do seculo XXI, com 
o avango e popularizagao das tecnicas de PCR, com o desen- 
volvimento das novas geragoes de sequenciamento e com a in- 
trodugao da espectrometria de massa nos laboratories de rotina. 

A identificagao de microrganismos e a principal ativi- 
dade do laboratorio de Microbiologia. Uma identificagao 
eficaz e de fundamental importancia, pois permite determi- 
nar o prognostico do paciente, orienta a antibioticoterapia e 
permite uma analise epidemiologica mais consistente. Ge- 
ralmente a identificagao bacteriana e realizada utilizando-se 
testes fenotipicos, incluindo cultura, coloragao de Gram e 
testes bioquimicos. A coloragao de Gram e um metodo de 
identificagao preliminar que possibilita obter resultados em 
alguns minutos, porem a identificagao defmitiva requer tes¬ 
tes bioquimicos, que geralmente demoram de 18 a 24 horas 
para serem concluidos. Os testes moleculares como PCR em 
tempo real e especialmente o sequenciamento genetico tem 
sido utilizados como ferramenta de identificagao bacteriana. 

A identificagao fenotipica de bacterias ainda e realizada 
em muitos laboratories utilizando-se metodos convencio- 
nais, como provas bioquimicas. Porem a evolugao tecnologica 
possibilitou o surgimento de varias metodologias comerciais, 
como a identificagao automatizada de bacterias. Existem di¬ 
ver sas vantagens nesses sistemas, como a rapidez (6 a 8 horas, 
comparado a 18 a 72 horas no metodo manual), a extensa 
base de dados contendo varios biotipos disponiveis, a quan- 
tidade de provas bioquimicas utilizadas para identificagao 
de cada especie (20 a 30 provas), entre outras. Entretanto, 


diversos estudos relatam a dificuldade em estabelecer com 
seguranga uma identificagao laboratorial defmitiva, mesmo 
utilizando sistemas automatizados, especialmente quando o 
isolado for um microrganismo raro ou atipico. 

Neste capitulo abordaremos tanto os metodos automati¬ 
zados para deteegao, identificagao e testes de suscetibilidades 
de microrganismos, como as ferramentas moleculares mais 
recentes, como o PCR automatizado, MALDI-TOF e se¬ 
quenciamento genetico. 

■ IDENTIFICAgAO BACTERIANA E TESTE DE 
SENSI Bl LI DADE 
Historico 

Os primeiros sistemas de identificagao microbiana au¬ 
tomatizados foram os Autobac Series II (anteriormente 
chamado de Autobac; Organon-Teknika, Durham, N.C.), o 
Avantage Microbiology Center (anteriormente chamado de 
Abbott MS-2) e o Quantum II Microbiology System (Ab¬ 
bott Laboratories Diagnostic Division, Irving, Texas). 

O Autobac Serie II utilizava uma cubeta de plastico com 
19 cavidades e interpretava automaticamente os resultados de 
testes bioquimicos. Uma camara era um controle positivo de 
crescimento, e as outras 18 continham substratos constitui- 
dos por antibioticos, corantes ou outros produtos quimicos. 
Membros comuns da familia Enterobacteriaceae e seis especies 
ou grupos de bacilos nao fermentadores oxidase-positivos 
podiam ser identificados por inibigao do crescimento. Apos a 
incubagao da cubeta por 3 a 6 horas, um fotometro determi- 
nava automaticamente o crescimento e a inibigao por meio 
da analise do indice de dispersao da luz de cada camara. Um 
programa de analise discriminante quadratica de dois estagios 
era, entao, utilizado para identificar o isolado. O Avantage 
Microbiology Center e o Quantum II Microbiology System 
usavam um sistema de cartao plastico transparente com 20 
cavidades para a identificagao de bacilos aerobicos Gram- 
-negativos ou leveduras. O cartao Abbott Bacterial Identi¬ 
fication e o Cartao Abbott Yeast Identification continham, 
cada um, 20 substratos liofilizados. Os dados do Avantage e 
do Quantum II incluiam informagoes para a identificagao 
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de 29 generos ou especies da familia Enterobacteriaceae, dois 
Acinetobacter spp., Stenotrophomonas moltophilia, tres especies de 
Pseudomonas ou grupos, cinco outros bacilos Gram-negativos 
oxidase-positivos, quinze Candida spp., oito Cryptococcus spp., 
cinco Rhodotorula spp. e quatro generos de leveduras adicio- 
nais. Apos a inoculagao dos cartoes, a referenda turbidime- 
trica ou leituras colorimetricas eram obtidas pelas camaras 
de provas bioquimicas. Com o Avantage, essas leituras opticas 
eram determinadas simultaneamente por diodos emissores de 
luz e fotodetectores combinados, enquanto o Quantum II 
utilizava um espectrofotometro de duplo comprimento de 
onda para ler as camaras bioquimicas em sequencia. Apos a 
incuba^ao em 35 °C a 37 °C durante 4 a 6 horas ou a 30 °C 
durante 22 a 24 horas, as leituras sao novamente obtidas para 
determinar alteragoes turbidimetricas ou alteragoes colori¬ 
metricas. Os isolados eram identificados por compara^ao dos 
resultados dos testes bioquimicos (oxidase, indol, os resulta- 
dos dos testes para as bacterias e os resultados dos testes do 
germe-tub para leveduras, que eram inseridos manualmente) 
com uma matriz de probabilidade. 

■ VITEK 

O sistema Vitek teve suas origens na decada de 1960, 
quando a McDonnell Douglas foi contratada pela National 
Aeronautics and Space Administration (NASA) para desen- 
volver um sistema automatizado para a detec^ao e identifi- 
cagao de agentes patogenicos diretamente a partir da urina 
de astronautas no espago. Esse sistema foi posteriormente 
modificado e apresentado a microbiologia clinica como o 
Sistema AutoMicrobic, em 1976. O sistemaVitek, baseado no 
crescimento bacteriano em micropogos de cartoes de plasti- 
co, poderia identificar nove patogenos urinarios comuns di¬ 
retamente de amostras de urina e usar o conceito de numero 
mais provavel para determinar a presenga de > 4,5 X 10 4 
UFC (unidades formadoras de colonia) por mL na urina. O 
sistemaVitek desenvolveu mais tarde cartoes adicionais que 
exigiam culturas puras para os inoculos. Esses cartoes de 30 
micropogos continham antibioticos ou substratos bioquimi¬ 
cos. Os cartoes de teste de suscetibilidade estao disponiveis 
tanto para bacilos Gram-negativos como Gram-positivos, 
com 11 agentes antimicrobianos por cartao. Os resultados 
estao disponiveis entre 4 a 8 horas. Mais de 40 agentes an¬ 
timicrobianos estao atualmente disponiveis nos cartoes, e os 
resultados de cada teste incluem uma CIM (concentragao 
inibitoria minima), bem como a interpretagao de categorias 
sensiveis, intermediarias e resistentes segundo o CLSI (Cli¬ 
nical and Laboratory Standards Institute) vigente. Os cartoes 
de identificagao interpretados automaticamente pelo siste¬ 
ma Vitek sao a identificagao de Gram-negativos (GNI), de 
Gram-positivos (GPI), e de leveduras (YBC). Os cartoes de 
identificagao que requerem incubagao fora do sistema e en- 
trada manual dos resultados para o computador sao os de 
anaerobios e os de Neisseria /Haemophilus. O GNI e GPI con- 
tem 29 substratos e um controle de crescimento. Os substratos 
do GNI incluem 25 substratos bioquimicos convencionais, 


tres substratos proprios e um antibiotico. No GNI deve ser 
marcado se o organismo e oxidase-positivo. A base de dados 
do GNI inclui informagoes para a identificagao de 46 espe¬ 
cies de membros da familia Enterobacteriaceae e 39 especies de 
outros bacilos Gram-negativos. Os substratos do GPI incluem 
26 testes bioquimicos convencionais, dois antibioticos e um 
corante. O GPI deve ser marcado para os catalase-negativos, 
e para as p-hemolises, ou para organismos coagulase-positivos 
que sao catalase-positivos. A base de dados do GPI inclui in- 
formagoes para a identifica^ao de 23 especies de Streptococcus, 
4 especies de Enterococcus, 16 especies de Staphylococcus, 4 de 
Corynebacterium e 4 de Aerococcus, Listeria monocytogenes e Erysi- 
pelothrix rhusiopathiae ou grupos. OYBC contem 26 substratos 
que sao baseados em metodos convencionais. A base de dados 
do YBC inclui informagoes para a identificagao de 16 especies 
de Candida, 6 especies de Cryptococcus, 3 especies de Rhodotoru¬ 
la, 2 especies de Trichosporon, 3 especies Geotrichum, 2 especies 
de Prototheca. O sistemaVitek e um sistema modular integrado 
com uma unidade de enchimento/selante e outra de leitor/ 
incubadora, modulo do controle de computador, terminal de 
dados e impressora. O Vitek pode ser adquirido com capaci- 
dade de 30, 60,120 ou 240 cartoes e pode ser conectado com 
outros computadores. Os inoculos para os cartoes de identi- 
fica^ao podem ser preparados a partir de meios seletivos ou 
nao seletivos. Os inoculos para os cartoes GNI, GPI eYBC 
sao preparados suspendendo-se varias colonias em 1,8 mL de 
0,45% a 0,5% de solugao salina e ajustando-se a suspensao 
para o equivalente de 1.0 (GNI e GPI) ou 2.0 (YBC) padrao 
de McFarland. O inoculo e automaticamente transferido para 
o cartao por meio de um tubo durante o ciclo de vacuo do 
modulo de enchimento e selamento do cartao. O GNI e o 
GPI sao colocados em bandejas de plastico, cada bandeja com 
capacidade para ate 30 cartoes. O tabuleiro e colocado na lei- 
tora/incubadora a 35 °C e, em intervalos de hora em hora, e 
realizada uma leitura otica analogica digitalizada, proporcional 
a atenuagao da luz para cada micropogo por cartao. A pri- 
meira leitura normalmente estabelece um valor de referenda, 
pela quantidade de redugao de luz causada por crescimento 
e reagao bioquimica no micropogo, determinada em leituras 
subsequentes. Uma mudanga minima predeterminada e ne- 
cessaria para diferenciar entre as reagoes positivas e negativas. 
A identifica^ao final do GNI e relatada entre 4 e 18 horas. A 
maior parte dos bacilos Gram-negativos nao fermentadores de 
glicose sao identificados em ate 18 horas. Os microrganismos 
identificados pelo GPI sao fmalizados entre 4 e 15 horas. O 
YBC e incubado fora do sistema, a 30 °C durante 24 horas 
e, em seguida, colocado no leitor/incubadora para uma unica 
leitura. Uma mensagem “reincubar durante 24 horas a 30 °C” 
indica que uma identificagao definitiva requer mais tempo de 
incubagao. Em 48 horas, uma marca de 48 horas deve ser feita 
no cartao e obter uma segunda leitura. Os resultados dos tes¬ 
tes bioquimicos para todos os cartoes sao comparados com a 
base de dados, e as primeiras e segundas escolhas, conforme as 
suas probabilidades e percentuais, sao relatadas. Os resultados 
dos testes bioquimicos, bem como os testes suplementares, se 
necessario, sao impressos. 
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■ VITEK 2 

Langado em 1997, o VITEK 2 e um sistema automati- 
zado que utiliza tecnologia baseada no crescimento bacte- 
riano. O sistema esta disponivel em tres formatos (VITEK 2 
Compact, VITEK 2 e VITEK 2 XL) que diferem em niveis 
crescentes de capacidade e automa^ao. 

VITEK 2 Compact 

Langado em 2004, esse formato se destina a testes de 
microbiologia industrial e tambem para laboratories clinicos 
de volume medio. Caracteristicas desenvolvidas especifica- 
mente para microbiologia industrial incluem conformidades 
21 CFR Part 11 (para registros eletronicos e assinaturas) e 
um cartao com reagente colorimetrico (BCL) utilizado para 
identificar os bacilos Gram-positivos formadores de esporos 
(.Bacillus e generos afins). Os outros cartoes de reagentes colo- 
rimetricos (GN, GP,YST) aplicam-se para todos os formatos 
do sistema para ambos os laboratories, industriais e clinicos. 

VITEK 2 e VITEK 2 XL 

Estes formatos sao mais focados no laboratorio de mi¬ 
crobiologia clinica e fornecem maiores niveis de automagao 
e capacidade para laboratories de maior volume. Eles tambem 
fornecem uma opgao de pipetagem e diluigao automatica 
para os testes de suscetibilidade antimicrobiana. O VITEK 
2 XL mudou drasticamente a forma como processamos as 
amostras em microbiologia. O novo sistema e totalmente 
automatizado, de modo que praticamente todos os passos 
manuais foram eliminados. Ele tambem reduziu significativa- 
mente a quantidade de trabalho que os tecnicos de laborato¬ 
rio despendiam no processamento de uma amostra. Uma vez 
que o isolamento primario e realizado, o inoculo padronizado 
e colocado em um cassete e um numero de identifica^ao da 
amostra e automaticamente inserido no Smart Station®. Um 
scanner de mao le o codigo de barras diretamente do cartao 
para uma maior rastreabilidade da amostra do paciente. Alem 
disso, a estagao Smart Carrier® reduziu a quantidade de tem¬ 
po em que os microbiologistas manipulavam as suspensoes 
bacterianas que ligam a amostra ao cartao utilizado. Depois 
de carregar as amostras para o VITEK® 2 XL, o instrumento 
assume e faz o resto, nao e necessario introduzir manualmen- 
te os numeros de acesso ou fazer as diluigoes para paineis de 
suscetibilidade. O instrumento corta os canudos e coloca os 
cartoes na camara de leitura. Outra importante caracteristica 
do VITEK 2 e o Expert System® (ES). O Expert System® 
analisa automaticamente as CIM (concentrates inibitorias 
minimas) e detecta os padroes fenotipicos para a maioria dos 
microrganismos, fornecendo uma “impressao digital” pelo 
reconhecimento dos mecanismos de resistencia bacteriana. As 
caracteristicas fenotipicas e padroes de resistencia bacteriana 
tambem sao uma parte importante na tarefa de identificar 
varias cepas bacterianas e perfis de suscetibilidade. O banco 
de dados de interpreta^ao do VITEK 2 Expert System® foi 
criado a partir de mais de 100.000 references. Uma vez que 
uma amostra e lida, o ES compara-a com mais de 2.000 fe- 


notipos descritos e distributes de valores da concentragao 
inibitoria minima (CIM). O ES pode detectar mais de 100 
mecanismos de resistencia em mais de 99 microrganismos, 
atraves das dilutes dos cartoes de suscetibilidade que po- 
dem ser compostos por cinco a sete dilutes por antibiotico 
para determina^ao da CIM, alem de algumas configurates 
especificas com dilutes estendidas para determinagao de 
resistencias de baixo nivel. 

Cartoes de identificagao 

Os cartoes de identificagao tern 64 pogos que contem 
um substrato individual. Os substratos medem diversas ativi- 
dades metabolicas, como a acidifica^ao, alcalinizagao, hidro- 
lise enzimatica e o crescimento na presenga de substancias 
inibidoras. Uma pelicula transparente esta presente em ambos 
os lados do cartao e permite o nivel adequado de transmissao 
de oxigenio, mantendo o recipiente selado, o que impede o 
contato com os substratos e o microrganismo. Cada cartao 
tern um tubo de transference pre-inserido utilizado para a 
inocula^ao. Os cartoes tern codigos de barras que contem 
informates sobre o tipo de produto, numero de lote, data de 
validade e um identificador exclusivo que pode ser ligado a 
amostra, quer antes ou depois de carregar o cartao no sistema. 
Um sistema optico de transmitancia permite a interpretagao 
de reagoes do teste usando diferentes comprimentos de onda 
no espectro visivel. Durante a incubagao, cada rea^ao no car¬ 
tao e lida a cada 15 minutos, para medir tanto a turvagao ou a 
mudanga de cor do substrato. Alem disso, um algoritmo espe¬ 
cial e utilizado para eliminar falsas leituras devidas a pequenas 
bolhas de ar que podem estar presentes. 

Cartao GN ( Gram-negative ) 

O cartao de GN e utilizado para a identificagao taxono- 
mica automatica de 150 especies de bacilos Gram-negativos, 
a maioria fermentadora e nao fermentadora de glicose. O 
cartao de GN e baseado em metodos bioquimicos estabele- 
cidos e substratos recem-desenvolvidos, medindo a utilizagao 
da fonte de carbono, as atividades enzimaticas e resistencia. 
Tern 47 testes bioquimicos e um controle negativo. Resul- 
tados de identifica^ao final estao disponiveis em cerca de 10 
horas ou menos. 

Cartao GP ( Gram-positive ) 

O Cartao GP e utilizado para a identifica^ao taxonomica 
automatica de 115 especies de bacterias Gram-positivas nao 
formadoras de esporos (principalmente cocos). Contem 43 
testes bioquimicos que medem a utilizagao da fonte de carbo¬ 
no, as atividades enzimaticas e resistencia. Resultados de identi- 
fica^ao finais sao disponiveis em cerca de oito horas ou menos. 

Cartao YST (leveduras) 

O cartao YST e utilizado para a identificagao taxono¬ 
mica automatica de 49 especies de leveduras significativas e 
organismos correlatos. 
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Outros cartoes 

Alem desses tres cartoes principals, tambem sao ofere- 
cidos cartoes para a identificacao de Neisseria, Haemophilus e 
outros bacilos Gram-negativos fastidiosos (NH ID Card) e 
um cartao para a identificacao de bacterias anaerobias e baci¬ 
los Gram-positivos corineformes (ANC ID Card). 

Cartoes de suscetibiiidade 

Uma extensa gama de cartoes de suscetibiiidade esta 
disponivel para uso no Sistema Vitek. Eles sao divididos em 
cartoes para testes frente aos bacilos Gram-negativos, cocos 
Gram-positivos e leveduras.Todos com no minimo 5 a 7 di- 
luigoes por antibiotico em diversas apresenta^oes. Alem do 
teste de suscetibiiidade aos antimicrobianos, tambem estao 
disponiveis, nos mesmos cartoes, testes de confirmagao de 
resistencia fenotipica como, por exemplo: produgao de ESBL 
(betalactamase de espectro estendido), resistencia induzida 
aos MLS (macrolideos, lincosamidas e estreptograminas) e re¬ 
sistencia a oxacilina (atraves do screening com cefoxitina). De- 
pendendo do microrganismo e do antibiotico testado, alguns 
resultados podem ser liberados em ate 4 horas de incubagao 
em resultados parciais. 

■ SISTEMA MICROSCAN WALKAWAY 

Os Sistemas WalkAway 40 e 96 (Siemens, Sacramento, 
CA) sao controlados por computador e vao incubar paineis 
de microdiluigao e automaticamente interpretar os resultados 
bioquimicos ou de suscetibiiidade atraves de um fotometro ou 
um leitor fluorogenico. O Sistema MicroScan tambem fabri- 
ca o autoSCAN-4, que requer a incubagao dos paineis fora 
do sistema e, com exce^ao de paineis fluorogenicos, ira testar 
os mesmos paineis como os outros dois sistemas automatiza- 
dos.Todos os tres sistemas realizam testes de sensibilidade para 
bacilos Gram-negativos aerobicos, bacterias Gram-positivas e 
bacterias anaerobias. Os paineis fluorogenicos proporcionam 
um resultado da suscetibiiidade entre 3,5 a 7 horas para os 
bacilos Gram-negativos aerobicos e entre 3,5 a 15 horas para 
as bacterias aerobicas Gram-positivas. Os paineis conven- 
cionais fornecem um resultado de suscetibiiidade entre 15 a 
24 horas para as bacterias aerobias (bacilos e cocos) e entre 
24 a 48 horas para os anaerobios. O Sistema MicroScan tern 
varios tipos de paineis, incluindo tanto paineis com concentra- 
Cao inibitoria minima como tambem os paineis de breakpoint. 
Paineis personalizados tambem estao disponiveis. Os tres sis¬ 
temas identificam automaticamente bacilos Gram-negativos, 
bacterias Gram-positivas, bacterias aerobias fastidiosas, levedu- 
ras e anaerobios. Os paineis fluorogenicos, rapidos para identi¬ 
ficacao de bacilos Gram-negativos e bacterias Gram-positivas, 
utilizam substratos fluorogenicos (4-metilumbeliferona ou 
7-amino-4-metilcumarina ligado a um fosfato, agucares ou 
aminoacidos) ou indicadores fluorimetricos. A identificacao 
baseia-se na hidrolise de substratos fluorogenicos, mudangas de 
pH apos a utilizagao do substrato, produgao de determinados 
subprodutos metabolicos ou a taxa de produ^ao de metaboli- 


tos especificos apos 2 horas de incubagao. O painel conven- 
cional para identificacao de bacilos Gram-negativos tern 29 
substratos convencionais ou cromogenicos e seis antibioticos, 
e os resultados estao disponiveis entre 15 a 42 horas. Tanto os 
paineis rapidos ou os convencionais incluem na sua base de 
dados informagoes para a identificacao de 59 grupos, gene- 
ros ou especies de membros da familia Enterobacteriaceae e 57 
grupos, generos, ou especies de bacilos Gram-negativos nao 
fermentadores de glicose oxidase-positivos. O painel conven- 
cional para identificacao de bacterias Gram-positivas tern 25 
substratos convencionais ou cromogenicos, um corante e tres 
antibioticos e proporciona uma identificacao entre 15 a 42 ho¬ 
ras. Tanto o painel rapido quanto o convencional incluem base 
de dados para a identificacao de 24 generos ou especies da 
familia Micrococcaceae , 18 membros da familia Streptococcaceae, 4 
Enterococcus spp., Streptococcus sp .,Aerococcus e L. monocytogenes. O 
painel rapido para identificacao de Haemophilus e Neisseria tern 
17 substratos convencionais, testes cromogenicos e um anti¬ 
biotico, e sua base de dados inclui informacao de identificacao 
de Haemophilus influenzae (sete biotipos), Haemophilus parain- 
fluenzae (quatro biotipos), Haemophilus aphrophilus-Haemophilus 
paraphrophilus, quatro especies de Neisseria , Moraxella catarrhalis 
e Gardnerella vaginalis em 4 horas. O painel rapido de identi¬ 
ficacao para anaerobios tern 24 substratos tradicionais ou cro¬ 
mogenicos modificados, e a base de dados inclui informacao 
de identificacao de 21 bacilos anaerobios Gram-negativos, 13 
bacilos Gram-positivos anaerobios nao formadores de esporos, 
8 cocos Gram-positivos anaerobios e 16 clostridios em 4 hoas 
de incubacao. O painel rapido de identificacao de leveduras 
tern 27 substratos tradicionais ou cromogenicos modificados, 
e a base de dados inclui informacao de identificacao de 16 
Candida spp., 8 Cryptococcus spp. ell generos (representando 
16 especies) de leveduras ou microrganismos correlatos em 4 
horas. O WalkAway 96 e WalkAway 40 sao compostos de uma 
incubadora, umidificador ultrassonico, carrossel de torres mo- 
veis, leitor de codigo de barras, espectrofotometro, leitor fluo- 
rimetrico, subsistema de distribuicao de reagente, mecanismo 
de acesso ao painel, computador para a programacao do painel 
e do rastreamento. O operador se comunica com esses sistemas 
a partir do teclado e do monitor de um computador pessoal 
por meio do gerenciamento de dados do MicroScan Software 
System (DMS). A DMS produz relatorios de resultados, relato- 
rios epidemiologicos, registros de trabalho e antibiogramas. Os 
resultados podem ser exibidos em um monitor ou impressos. 
O Programa Pharm-Link, que permite a interacao da farma- 
cia com o sistema MicroScan, pode ser adicionado. Os paineis 
MicroScan podem ser inoculados por meio de metodologia 
padrao de suspensao ajustada de McFarland com o uso de um 
densitometro que acompanha o sistema ou por meio do uso 
do sistema de inoculacao rapida Prompt®. O Sistema Prompt® 
e o Sistema ITENOK® de inoculacao fornecem uma solucao 
simples e rapida para agilizar o fluxo de trabalho. O Sistema 
Prompt utiliza uma ponteira plastica unica para padronizar 
os inoculos sem a necessidade de ajustamentos de turbidez. 
As suspensoes bacterianas preparadas, utilizando-se o Sistema 
Prompt, sao padronizadas e estaveis por ate 4 horas. O Sistema 
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RENOK transfere as suspensoes para um painel MicroScan 
com facilidade, inoculando todos os pogos de uma so vez. A 
etiqueta de codigo de barras para a identificagao do paciente e 
impressa pela DMS e colada ao lado do painel de identifica^ao 
e teste de sensibilidade. O WalkAway ira processar qualquer 
combinagao de paineis fluorogenicos ou convencionais, que 
podem ser aleatoriamente carregados nas prateleiras da tor- 
re do carrossel. Apos o fechamento da porta da incubadora, 
o leitor de codigo de barras verifica cada painel na torre e, 
em seguida, o computador verifica os horarios de leitura basal, 
a incubagao, a adigao de reagente e quando sera a proxima 
leitura para cada painel. Atualmente, ate 12 reagentes podem 
ser utilizados. Para o leitor fluorogenico, a fonte de luz e uma 
lampada incandescente de quartzo-halogenio filtrada de modo 
que a luz UV de 370 nm e focada em cada um dos 96 pogos. 
Qualquer fluoroforo livre presente nos pogos ira emitir uma 
luz a 450 nm. Comprimentos de onda sem fluoroforo sao fil- 
trados a partir dessa luz, e a luz e focalizada sobre um detector. 
Variagoes normais nas leituras do painel sao compensadas por 
um disco fluorescente de referenda. Quando os paineis usados 
sao os convencionais, a leitura e realizada por uma fonte de luz 
de tungstenio-halogenio que passa por filtros de interference 
em uma roda de cor e esta focada em 97 fibras opticas, 96 das 
quais, de forma independente, iluminam cada pogo em separa- 
do do painel de 96 pogos. O fotometro de numero 97 origina 
uma leitura basal com a qual todas as outras leituras do fotome¬ 
tro sao comparadas. A roda de cores gira durante cada ciclo de 
leitura e, dependendo da fonte ideal de luz para cada substrato, 
sera fornecida uma leitura de um dos seis comprimentos de 
onda diferentes. Os dados sao transferidos para o computador, 
onde os resultados sao convertidos para um bionumero e corn- 
parados com probabilidades da base de dados. Todos os paineis 
MicroScan convencionais podem ser lidos automaticamente 
pelo sistema ou tambem visualmente de forma manual. Alem 
do sistema que gerencia o equipamento, o WalkAway conta 
tambem com o software LabPro Alert System, que e o software 
que complementa a gestao de dados dos resultados dos testes 
de suscetibilidade, automatizando a deteegao de resultados ati- 
picos, fenotipos que necessitem comunicagao as Comissoes de 
Controle de Infec^ao Hospitalar ou que precisem de revisao 
do microbiologista. As regras podem ser personalizadas pelo 
usuario em fungao do perfil do laboratorio. O LabPro tambem 
e customizado pelo fabricante para seguir os pontos de corte 
do CLSI ou do EUCAST em fungao da regiao ou legislagao 
vigente onde sera instalado o sistema. 

■ SISTEMA BD PHOENIX® 

O Sistema BD Phoenix® (Becton Dickinson, Sparks, 
Maryland, USA) e um sistema automatizado de identifica- 
£ao rapida e suscetibilidade antimicrobiana de bacterias cli- 
nicamente relevantes. Esse sistema foi langado em setembro 
de 2004 e utiliza uma metodologia de teste de sensibilida¬ 
de dupla utilizando tanto a turbidez como um indicador de 
oxirredu^ao. O sistema pode realizar simultaneamente de 1 a 
100 identificagoes e testes de sensibilidade em tres formatos: 


so identifica^ao, so o teste de sensibilidade ou identifica^ao e 
teste de sensibilidade combinados. Nao e necessario nenhu- 
ma adigao de reagentes ou testes de bancada na sua utilizagao. 
O sistema inclui o software EpiCenter BD® de gerenciamento 
de dados, que trabalha para garantir a precisao e a consisten¬ 
cy dos resultados dos pacientes, utilizando-se de outros dois 
sistemas especificos:BDXpert® e BD EpiCare®. O EpiCenter 
inclui uma extensa biblioteca epidemiologica concebida para 
ser utilizada em tempo real e simultaneamente por profissio- 
nais de laboratorio, assim como os medicos, comissao de con¬ 
trole de infec^ao e farmaceuticos. O painel combinado para 
o sistema BD Phoenix® consiste em um lado com provas para 
identifica^ao bacteriana, com 51 cavidades, e outro lado com 
o teste de sensibilidade, com 85 cavidades. O lado de identi- 
fica^ao possui 45 cavidades contendo substratos bioquimicos 
desidratados e 2 cavidades para controle de fluorescencia. O 
lado do teste de sensibilidade contem potencialmente ate 84 
cavidades com agentes antimicrobianos desidratados e uma 
cavidade para controle de crescimento. O sistema utiliza um 
indicador de redox colorimetrico otimizado para o teste de 
sensibilidade e diversos indicadores colorimetricos e fluo- 
rimetricos para a identifica^ao. Muitos dos testes presentes 
nos paineis com identificagao sao modifica^oes de metodos 
classicos: testes de fermenta^ao, oxidagao, degradagao e hi- 
drolise de varios substratos. O sistema BD Phoenix® utiliza 
substratos cromogenicos e fluorogenicos, bem como substra¬ 
tos que sao fontes unicas de carbono, para a identificagao de 
organismos. O TSA do BD Phoenix® consiste em uma ver- 
sao miniaturizada e modificada da tecnica de dilui^ao seriada 
em caldo. O teste de sensibilidade do sistema determina o 
crescimento bacteriano na presenga de diferentes concentra¬ 
tes do agente antimicrobiano nas cavidades dos paineis, que 
sao continuamente incubados e lidos, alem de utilizar um 
indicador para verificagao da presen^a de metabolismo mi- 
crobiano no meio. A porgao de identificagao do painel utiliza 
diversos testes bioquimicos convencionais, cromogenicos e 
fluorogenicos para identificar o microrganismo. Utilizam-se 
tanto substratos baseados no crescimento bacteriano quanto 
substratos enzimaticos para englobar os diferentes tipos de 
reatividade dentro da faixa de variagao taxonomica. Os testes 
baseiam-se na utilizagao e degradagao de substratos especi- 
ficos pelos microrganismos, detectadas por diversos sistemas 
indicadores. Quando um isolado consegue utilizar um subs¬ 
trato de carboidrato, a produgao de acido e detectada por 
uma alteragao no indicador de vermelho fenol. Os substratos 
cromogenicos produzem uma cor amarela em caso de hidro- 
lise enzimatica de compostos de P-nitrofenil ou P-nitroani- 
lida. A hidrolise enzimatica de substratos fluorogenicos libera 
um derivado fluorescente da cumarina. Microrganismos que 
utilizam uma determinada fonte de carbono reduzem o in¬ 
dicador baseado em resazurina. Alem desses, existem outros 
testes que detectam a capacidade de um organismo de hi- 
drolisar, degradar, reduzir ou utilizar um substrato. O sistema 
utiliza um indicador de redox para detectar o metabolismo 
bacteriano no meio contendo agente antimicrobiano. Para 
determinar o crescimento bacteriano, utilizam-se medi^oes 
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continuas das mudangas ocorridas no indicador, assim como 
a turbidez do meio. A configuragao de cada painel para o 
teste de sensibilidade contem diversos agentes antimicrobia- 
nos com uma ampla faixa de diluigoes seriadas (minirno de 
tres dilui^oes), a identificagao do microrganismo e utilizada 
para interpretar os valores da concentragao inibitoria minima 
(CIM) de cada agente antimicrobiano. Os testes de sensibi¬ 
lidade detectam diversos mecanismos e marcadores de resis- 
tencia de microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos. 
Os marcadores de resistencia, associados a alarmes configu- 
rados no sistema, indicam resultados criticos que sao infor- 
mados imediatamente ao usuario. O sistema tambem pode 
contar com o modulo BD Phoenix AP, que e o primeiro 
sistema a incorporar nefelometria automatizada em identifi- 
ca^ao e testes de sensibilidade. Essa etapa tern sido tradicio- 
nalmente a mais demorada, no que diz respeito a preparagao 
do isolado. Para inocular um painel usando o Phoenix AP, 


basta fazer uma suspensao “pesada” do isolado a ser testado. 
O equipamento e capaz de processar uma escala de McFar¬ 
land partindo de 0,20 ate 4,0 para cada teste especifico. O 
tubo de identifica^ao e o caldo do teste de sensibilidade sao 
colocados em uma rack e carregados no sistema para a pre- 
paragao. O tempo estimado de processamento de rack e de 
5 a 7 minutos. Cada Phoenix AP e capaz de processar 200 
identificagoes e testes de sensibilidade em menos de 4,5 ho- 
ras. Ele tambem incorpora o codigo de barras do Epicenter® 
para o rastreamento da amostra. Cada tubo de identificagao 
pode ser identificado com uma etiqueta de codigo de barras 
gerada pelo Epicenter®, que pode incluir o nome do pacien- 
te, localizagao do paciente, numero de acesso da amostra, tipo 
de amostra, tipo de painel e numero do isolado. Utilizando- 
-se o codigo de barras do Epicenter, elimina-se a necessidade 
de digitagoes adicionais, agilizando ainda mais o processo de 
carregamento dos paineis. 


Hemocultura Automatizada 


■ HEMOCULTURA, PRINCIPIOS BASICOS 

O reconhecimento rapido e institute imediata de tra- 
tamento adequado sao essenciais nas bacteremias. O diagnos¬ 
tic laboratorial de bacteremias e fungemias dependem das 
hemoculturas que sao, provavelmente, as mais importantes 
culturas realizadas pela microbiologia. Uma vez que os me- 
todos de cultura sao tao sensiveis, o procedimento de cole- 
ta deve ser cuidadosamente controlado na fase pre-analitica 
(coleta), para evitar a ma interpretagao por uma possivel 
contaminagao com microrganismos da pele. Uma cultura de 
sangue consiste geralmente na coleta de uma unica pungao 
venosa inoculada em dois frascos separados para acomodar o 
volume de sangue removido (geralmente 20 mL para adul- 
tos). O uso de mais de uma formulagao de meio (geralmente 
um aerobio e um anaerobio) para cada cultura de sangue 
geralmente maximiza a recuperagao de todos os possiveis pa- 
togenos. O volume adequado e o unico fator mais impor- 
tante na detecgao de microrganismos na corrente sanguinea; 
quanto mais volume de sangue coletado, maior a sensibilida¬ 
de do metodo. O volume total de sangue coletado deve ser 
dividido igualmente entre, pelo menos, duas pun^oes venosas 
em separado, para permitir a avalia^ao da possibilidade de 
contaminagao por algum microrganismo da pele. 

■ METODOLOGIA AUTOMATIZADA 
-HISTORICO 

Muitas tecnicas tern sido desenvolvidas para reduzir o tem¬ 
po de manipulagao tecnica para detectar hemoculturas positivas 


de forma mais confiavel, para reduzir a taxa de contaminacao 
e para identificar as culturas positivas mais rapidamente do que 
os sistemas manuais. O impacto clinico positivo da rapida iden- 
tifica^ao de hemoculturas positivas tern sido bem estabelecido. 
A detec^ao do aumento das concentrates de CO 0 devido a 
atividade metabolica microbiana e amplamente aplicada com 
diferentes tecnicas. Os primeiros instrumentos introduzidos no 
inicio da decada de 1970 para detectar as concentrates de 
C0 9 nos frascos de hemoculturas foram os sistemas radiome- 
tricos BACTEC 225, 301 e 460 (Johnston Laboratories, agora 
Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems). O meio 
de cultura continha substratos marcados com C14 radioativo, 
que eram liberados como 14 C0 9 no frasco durante o metabo- 
lismo microbiano. Uma aliquota da amostra de cada garrafa era 
coletada por meio de uma agulha esterilizada por calor. Essa 
amostra era entao analisada quanto a radioatividade, de modo 
que os instrumentos poderiam estabelecer indices de cresci- 
mento. A principal desvantagem do sistema era a necessidade 
de reagentes radioativos. Com o desenvolvimento da detec^ao 
de C0 9 por espectrofotometria de raios infravermelhos, uma 
nova geragao de instrumentos foi introduzida na decada de 
1980 por Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, 
com a vantagem de nao necessitar de reagentes radioativos. 
Alem disso, esses instrumentos (BACTEC 660 e 730) redu- 
ziam os processos manuais, reduzindo o tempo de manuseio. 
Frascos permitindo uma inoculagao de ate 10 mL de sangue 
tornaram-se disponiveis; os frascos anteriores eram limitados 
a apenas 5 mL. Em 1990, o mais automatizado instrumento 
(BACTEC 860) foi apresentado. Todos os tres instrumentos 
compartilhavam a desvantagem de que cada frasco precisava 
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ser perfurado para coletar uma amostra de ar, o que reduzia 
a rapidez e, adicionalmente, esse procedimento aumentava 
o risco de contaminagao cruzada a partir de um resultado 
positivo para outro anteriormente negativo. Durante a epo- 
ca em que esses instrumentos BACTEC eram mais utiliza- 
dos, um artigo de revisao foi publicado por Wilson e col. foi 
publicado. O sistema BioArgos (Sanofi Diagnostics Pasteur, 
Marnes-la-Coquette, Franga) tambem utiliza a detec^ao de 
C0 9 por espectrofotometria de infravermelho, mas a leitura e 
atraves do vidro dos frascos. Esse procedimento nao invasivo 
eliminava as desvantagens relacionadas com a metodologia 
invasiva acima mencionada para o BACTEC 660, 730 ou 
860. Estritamente falando, esse sistema nao e um sistema de 
monitoramento continuo, uma vez que varios frascos tern 
que ser transferidos regularmente por um brago motorizado 
ate uma unidade de leitura comum. Sistemas de monitora¬ 
mento continuo usam unidades de detec^ao separadas para 
cada frasco individualmente. 

■ SISTEMAS DE HEMOCULTURAS DE 
MONITORAMENTO CONTINUO 

Um grande avango nos sistemas de cultura de sangue au- 
tomatizados foi a introdu^ao dos sistemas de monitoramento 
continuo. Esses instrumentos compartilham as virtudes de 
serem incubadoras possuindo mecanismos de agita^ao e de- 
tec^ao em unidades integradas, reduzindo o tempo de trata- 
mento, uma vez que os frascos foram carregados; sao tambem 
sistemas fechados e nao invasivos, reduzindo a contamina- 
£ao cruzada e sem a necessidade da coleta de amostra de gas 
separadamente ou necessitando da esterilizagao de agulhas; 
monitoramento continuo de garrafas a cada 10 a 25 min, 
fazendo com que o crescimento microbiano seja detectado 
mais rapidamente. Inumeros trabalhos mostram as vanta- 
gens dessas metodologias, e a escolha do equipamento, em 
geral, esta mais relacionada ao custo do equipamento e/ou 
de seus frascos de consumo. Seguem alguns dos beneficios: 
continuo monitoramento pelo sistema (leitura em minutos); 
maior sensibilidade e rapidez para detec^ao de positividade 
da amostra (agitagao); possibilidade de criagao de banco de 
dados dos microrganismos isolados e dados demograficos, 
alem da interface com o sistema do laboratorio, o que facilita 
a libera^ao dos resultados negativos; determinagao do tempo 
para positividade de cada frasco, auxiliando no diagnostico 
de infec^oes relacionadas a cateter; menor risco de contami- 
nagao laboratorial, pois o repique so e realizado em amostras 
positivas; nao e necessario repicar amostra negativa; economia 
de tempo e material (agulha, seringa e placas com meios de 
cultura para repiques) com menor risco de manipulagao; os 
frascos de plastico possuem a vantagem de serem mais leves e 
provocarem menos risco de acidentes. 

■ SISTEMA BACT/ALERT 3D 

O Sistema BacT/Alert 3D (Biomerieux - Franca) foi 
o primeiro sistema de monitoramento continuo a receber a 


aprovagao do FDA (Food and Drug Administration) em 1990. 
Baseia-se na detec^ao colorimetrica da concentragao de C0 9 
por meio de um sensor instalado internamente ao fundo de 
cada garrafa. Uma membrana permeavel somente ao C0 2 
separa o sensor do liquido contido nos frascos. Durante o 
metabolismo microbiano, o C0 9 aumenta sua concentragao 
no meio, que difunde para o sensor, causando a acidificagao e 
mudanga na cor do sensor de verde para amarelo. A cada 10 
min, diodos emissores de luz no sensor e fotodiodos medem 
a quantidade de luz vermelha refletida a partir do sensor, que 
e proporcional a cor do sensor, a qual por sua vez e propor- 
cional a concentragao de C0 2 . Cada celula que recebe um 
frasco no instrumento BacT/Alert (Figura 42.1) contem sua 
unidade de detec^ao. As unidades de reflectancia geradas sao 
transferidas para o microcomputador, que reconhece cultu- 
ras positivas por meio da analise de algoritmos baseados em 
criterios diferentes, com leitura inicial superior a um limiar 
predefmido, aumento linear ou aumento sustentado da taxa 
de produ^ao de C0 2 . Os Frascos BacT/Alert contem 40 mL 
de meio de cultura e podem aceitar ate 10 mL de amostra 
de sangue, com excegao do frasco pediatrico Pedi-BacT (ate 
4 mL de sangue). Um periodo de incubagao de 5 dias foi 
determinado como sendo aceitavel para esse sistema, devido a 
rapida deteegao de culturas positivas clinicamente relevantes. 
O suplemento Ecosorb® (carvao ativado e terra de Fuller), 
que complementa o caldo BHI para o BacT/Alert FAN, au- 
mentou significativamente o rendimento em relagao ao meio 
padrao, especialmente para pacientes que receberam terapia 
antimicrobiana quando o sangue foi colhido na vigencia de 
antibioticos. Recentemente foi langado na Europa um novo 
modelo do BacT/Alert chamadoVIRTUO. Este modelo traz 
novas caracteristicas como: carregamento e descarregamen- 
to automatizado dos frascos; leitor de codigo de barras em 
360°; verificagao automatica do volume de sangue colhido 
por frasco e tela touchscreen intuitiva dos principals comandos. 

■ SERIE BACTEC 9000 

Os Sistemas BACTEC 9120 e 9240 (Becton Dickinson 
Diagnostic Instrument Systems, Maryland, USA) receberam 
a aprovagao do FDA em 1992, e as capacidades de 120 (Fi¬ 
gura 42.1) e 240 frascos sao a unica diferenga entre os dois 
instrumentos, sendo o sistema 9050 (com capacidade para ate 
50 frascos), introduzido depois.Esses sistemas sao semelhantes 
ao BacT/Alert, detectando a produgao de CO 0 com senso- 
res fluorescentes ligados ao fundo de cada frasco em vez do 
sensor colorimetrico do sistema BacT/Alert. To das as celulas 
dos blocos em que os frascos na incubadora sao carregados 
contem um dispositivo de monitorizagao de fluorescencia 
composto por diodos emissores de luz e um detector de fo- 
todiodo. O instrumento determina a fluorescencia de cada 
garrafa a cada 10 min e encaminha os valores para o compu- 
tador. Como as concentrates de C0 9 aumentam durante o 
crescimento microbiano, a fluorescencia do sensor aumenta, 
e o instrumento reconhece culturas positivas por algoritmos 
de computador ou valores 8. Uma grande variedade de meios 
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esta disponivel para esses instrumentos. Os frascos com meio 
de cultura BD BACTEC™ aerobio, anaerobio e pediatrico 
(Figura 42.2) contem resinas inibidoras de antibioticos (meios 
PLUS). O sistema tambem oferece frasco com meio de cul¬ 
tura diferenciado para recuperagao de micobacterias e fungos 
em amostras de sangue e de outros liquidos corporais estereis 
(BD BACTEC™ Myco F Lytic). Estao disponiveis tambem 
frascos sem inibidores de antibioticos (BD BACTEC™ Stan¬ 
dard). Todos os frascos BD BACTEC™ nao necessitam de 
ventilagao e permitem o uso de sistema de coleta fechada 
BD Vacutainer® (holder de uso unico e BD Vacutainer® scalp 
Safety-Lok™ de 12”). O scalp possui dispositivo de seguran- 
ga para ser ativado logo apos o uso, diminuindo o risco de 
acidentes com perfurocortantes envolvendo profissionais da 
saude. O emprego do sistema de coleta fechada para hemo- 
cultura tambem reduz a probabilidade de contaminagao da 
amostra. Recentemente o sistema BACTEC foi atualizado 
para um novo modelo: BACTEC FX (Figura 42.3). A me- 
todologia de detec^ao e a mesma e utiliza os mesmos frascos 
e meios de cultura, porem, agora, os frascos sao de plastico e 
nao mais de vidro. Alem disso, houve uma melhora no fluxo 
de trabalho e na ergonomia do equipamento com um design 
compacto e modular. 



Figura 42.1 Equipamento all in one para extrapao, amplificapao e 
detecpao de patogenos e genes de resistencia - PCR Automatizado 
(Sistema BD-MAX®). 

Fonte: Becton Dickinson -BD 



Figura 42.3 Equipamentos de MALDI-TOF disponiveis no Brasil. 
Fonte: Becton Dickinson e LACEN/PR 

■ SISTEMA VERSATREK 

O sistema automatizado VersaTREK (Thermo Fischer 
Scientific Inc, Massachusetts, USA) e a versao evoluida que 
substituiu o Sistema ESP DIFCO cultura II, que foi introdu- 
zido no mercado em 2003. A detecgao de hemoculturas po- 
sitivas pelo VersaTREK (Figura 42.1) e baseada na medigao 
de altera^oes de pressao no espago livre do gargalo do fras¬ 
co (devido ao consumo e/ou produgao de gas pelo micro- 
-organismo) por meio de um sensor de pressao externo. Esse 
monitoramento e feito a cada 24 minutos. Este sistema nao e 
limitado a microrganismos que produzem concentrates bai- 
xas de CO 0 , uma vez que ele detecta qualquer gas produzido. 
Outras diferengas entre os sistemas incluem a composigao dos 
meios de cultura, a concentragao ou o tipo de anticoagulante 
e o volume do meio de cultura nos frascos. Alem disso, o fras- 
cox aerobio VTI utiliza uma barra de agitagao interna, que 
cria um vortice no interior do frasco, ao passo que o frasco 
anaerobio nao e nem agitado. Este procedimento difere de 
outros sistemas, que usam um movimento de balango con- 
tinuo para todos os frascos. O sistema VersaTREK pode ser 
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Figura 42.2 Etapas necessarias para identifica^ao bacteriana atraves do MALDI-TOF e principio do metodo. 
Fonte: Adaptada de Patel, Robin. “MALDI-TOF MS for the diagnosis of infectious diseases.” Clinical chemistry 61.1 (2015): 100-111. 
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adaptado para acomodar volumes pequenos ou grandes de 
hemoculturas e, com a capacidade de 96 garrafas, e ideal para 
laboratories menores. Esse sistema tern tambem a vantagem 
de utilizar pequenos volumes de sangue a partir de 0,1 mL 
ate 10 mL. Com 80 mL de meio em cada frasco, cria-se uma 
relagao otima do sangue/meio de 1:9 a minimizar, por dilui- 
£ao, o efeito dos fatores antimicrobianos do soro do paciente 
e dos antibioticos. 

Metodos moleculares de detec<;ao automatizada 
de microrganismos 

Com o uso cada vez mais amplo dessa tecnologia, que 
era inicialmente usada apenas em pesquisa e depois tornou- 
-se uma ferramenta de diagnostico, a industria de diagnostico 
in vitro desenvolveu nos ultimos anos uma serie de kits para 
pesquisa de patogenos, contendo sistemas completos para esse 
fim. Embora os sistemas prontos para uso tenham um cus- 
to mais elevado, apresentam uma serie de vantagens, como 
maior padronizagao, praticidade dos testes, uso de controles 
internos, entre outros. Embora as tecnicas de PCR (Proteina 
C Reativa) convencional tenham trazido grande avango para 
a detec^ao de patogenos em Microbiologia, esse metodo se 
adequava melhor as investigates em pesquisas cientificas ou 
a pequenas rotinas. Laboratories de grande porte e com um 
volume elevado de amostras a serem processadas sempre ti- 
veram dificuldades em implantar as pesquisas de patogenos 
por PCR. Entretanto, nos ultimos 10 anos, varias tecnicas 
inovadoras de PCR foram desenvolvidas, as quais permitem a 
detec^ao do material genetico amplificado durante o proces- 
so e nao somente ao final de 35 a 40 ciclos. Por isso, essa me- 
todologia ficou conhecida como PCR em Tempo Real ou 
Real Time PCR e, mais recentemente, qPCR. Essa tecnologia 
conferiu ao sistema caracteristicas fundamentais para seu uso 
de rotina: e mais rapido, menos trabalhoso, mais sensivel e o 
risco de contaminagao cruzada e menor quando comparado 
ao PCR convencional. 

Portanto, o metodo de qPCR mostrou-se mais adequado 
a pequenas e grandes rotinas e deu um novo impulso ao uso de 
metodos moleculares para deteegao de patogenos em laborato¬ 
ries clinic os. Em nossa experiencia, no Lab oratorio Central de 
Saude Pubica do Parana (LACEN/PR), foi possivel implantar 
a pesquisa do virus H1N1 durante a pandemia de 2009 pelo 
metodo de PCR em tempo real, o que possibilitou a execugao 
de mais de 500 testes diarios no pico da epidemia, superando a 
marca de 15.000 testes em apenas seis meses. 

Atualmente varias companhias lideres no mercado de 
diagnostico e pesquisa molecular oferecem plataforma de 
PCR em Tempo Real. Entre esses equipamentos, podemos 
citar alguns como o 7.500 e oVia 7, da Thermo/Life Tech¬ 
nologies®; os modelos Light Cycler®, da Roche; o Easy Q®, 
da Biomerieux; o ddPCR®, da Biorad, e o Rotor-Gene, da 
QiaGen®. Uma revisao abrangente das metodologias, equipa¬ 
mentos, seus pros e contras pode ser acessada em literaturas 
especificas sobre o tema e tambem no Capitulo 40. 


Outro avango significativo na area molecular automatiza¬ 
da tern sido o uso de metodos multiplex. Na detec^ao direta 
de patogenos de uma amostra, podemos ter diversas suspeitas 
clinicas; no PCR convencional ou mesmo no qPCR simplex 
um unico par de primers e utilizado por vez. Portanto, em uma 
suspeita de infec^ao pulmonar (p. ex.: pneumonia atipica), 
teriamos que investigar a presen^a de Legionella pneumophila, 
Chlamidophylla pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Bordetel- 
la pertussis , Haemophilus influenzae e ainda alguns virus. Para 
pesquisar oito desses patogenos, teriam que ser realizadas oito 
reagoes individuals de PCR ou de qPCR, uma para cada es- 
pecie. Para a mesma pesquisa por PCR Multiplex podem ser 
pesquisados ate quatro patogenos por reagao, sendo necessarias 
apenas duas reagoes para uma investigagao completa. Um dos 
mais recentes avan^os dessa tecnologia multiplex tern sido o 
desenvolvimento de plataformas all-in-one, que realizam todas 
as etapas necessarias para uma reagao de PCR em Tempo Real, 
desde a extragao direta da amostra clinica ate a deteegao, in- 
cluindo todas as etapas de pipetagem, purificagao e incuba^ao, 
de maneira automatizada (vide Figura 42.1). Esse tipo de plata¬ 
forma foi recentemente langada no Brasil (Sistema BD-MAX® 

- Becton e Dickinson, Maryland, USA) e, embora poucos kits 
ainda tenham sido langados no mercado, ja e possivel reali- 
zar a pesquisa multiplex de genes codificantes das enzimas do 
tipo carbapenemase mais frequentes no mundo (KPC, NDM 
e OXA-48) em pouco mais de 120 minutos, sendo necessaria 
como etapa manual apenas a introdugao da amostra no tubo 
de extragao. Uma das principals vantagens desse tipo de equi- 
pamento e a sua versatilidade em relagao a rotina, pois permite 
que sejam processadas de uma a 24 amostras, conforme a de- 
manda do laboratorio. Outras pesquisas ja disponiveis no Brasil 
na forma de reagentes prontos para o uso, por qPCR automa- 
tizado sao: pesquisa de toxina de Clostridium difficile, pesquisa de 
S. aureus MRSA, pesquisa multiplex de enteropatogenos ( Sal¬ 
monella, Shigella, Campylobacter e Shiga toxin 1 e 2) e pesquisa de 
Streptococcus agalactiae. Em nossa experiencia em laboratorio de 
saude publica, essa metodologia demonstrou ter sensibilidade 
e especificidade equivalentes a protocolos de qPCR nao auto- 
matizados do CDC (Center for Diseases Control and Prevention) 
para a pesquisa de carbapenemases, com a vantagem de ter um 
tempo total de manipulagao pelo operador de menos de 15 
minutos para processar 24 amostras. 

■ MALDI-TOF 

Matrix-assisted laser desorption/ionization 

Na ultima decada, as ferramentas moleculares para a 
identificagao de microrganismos tern tido grandes avangos. 
Alem disso, o surgimento de sistemas comerciais que facili- 
tam o uso desses metodos tornam estes cada vez mais acessi- 
veis. Dentre as principals ferramentas utilizadas, a plataforma 
de Espectrometria de Massa modificada - MALDI-TOF- 
-MS ( Matrix-assisted laser desorption ionization - Time of Flight 

- Mass Spectrometry) - foi amplamente avaliada e apresentou 
excelente performance na identificagao de variados grupos de 
microrganismos. 
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Essa metodologia, alem de apresentar grande especificida- 
de, tem como principals vantagens o custo reduzido e uma sig- 
nificativa rapidez (2 a 3 minutos) em relagao a outros metodos 
de identificagao bacteriana, como a automagao (4 a 6 horas) e 
metodos manuals ou sequenciamento (24 a 48 horas). 

O MALDI-TOF-MS tem sido proposto como um novo 
metodo para substituir o sequenciamento genetico e a iden- 
tificagao bioquimica automatizada e convencional. 

Historico 

A Microbiologia Clinica, em especial a Bacteriolo- 
gia Clinica, se desenvolveu lentamente nos ultimos cento e 
cinquenta anos. Metodos e tecnicas estabelecidos no secu- 
lo XIX, na epoca de Pasteur e Koch, estao sendo utilizados 
ate os dias de hoje por muitos laboratories. Esses metodos, 
baseados no crescimento in vitro de microrganismos, sao as 
principals ferramentas para identificar a especie bacteriana e 
determinar a suscetibilidade a antibioticos. 

Alem disso, tecnicas descritas no seculo XVII, como a 
microscopia otica, sao ainda muito utilizadas em laboratories 
de Bacteriologia, e a coloragao de Gram continua sendo a 
principal ferramenta para a diferencia^ao rapida de bacterias 
patogenicas. 

Na maioria dos laboratories de Bacteriologia, o fluxo 
de trabalho e em grande parte artesanal. A partir da amostra 
clinica, e realizada a microscopia e a semeadura em agar. Apos 
24 a 48 horas de incubagao, o microrganismo se desenvolve. 
Entao sao realizadas provas rapidas (catalase, oxidase, Gram) 
que podem auxiliar na identifica^ao presuntiva. Depois disso, 
as colonias sao submetidas a uma serie de provas bioquimicas 
(manuals ou automatizadas) que caracterizam a especie bac¬ 
teriana isolada e, paralelamente, e determinada a sensibilidade 
a antibioticos. 

Somente nas ultimas tres decadas surgiram testes diag¬ 
nostics mais modernos, como a pesquisa de microrganismos 
por meio do uso de anticorpos monoclonais especie-especi- 
ficos e testes moleculares para a detec^ao de bacterias direta- 
mente da amostra clinica. Apesar de estas tecnicas ja estarem 
disponiveis ha mais de 20 anos, a sua aplica^ao ainda e mui¬ 
to voltada a pesquisa ou restrita aos laboratories clinicos de 
grande porte. 

Embora ja tenham sido publicados trabalhos que utili- 
zam instrumentos de espectrometria de massa para identificar 
microrganismos desde a decada de 1970, esta metodologia 
nao foi aplicada em laboratories de rotina ate recentemente. 
O primeiro sistema proposto para a identifica^ao de bacterias 
foi a pirolise associada a espectrometria de massa (PyMS), 
descrito pela primeira vez em 1975 por Anhalt & Fenselau. 
Porem esse sistema nao se mostrou adequado para a rotina 
laboratorial. Logo depois, foi descrito o uso da ionizagao a 
laser para provocar a dessorgao de celulas ou LDMS. O termo 
MALDI - Matrix-assisted laser desorption ionization - foi uti- 
lizado pela primeira vez por Karas & Hillenkamp, em 1985, 
que descreveram o uso de uma matriz - como um acido 
organico forte - para tornar o processo de ionizagao menos 


agressivo. Posteriormente, em 1996, foi descrito por Holland 
e col. o uso de um metodo que permitiu a aplicagao de ce¬ 
lulas intactas na analise espectrometrica. Os resultados dessa 
pesquisa tornaram o metodo aplicavel a rotina laboratorial. 

Com o aprimoramento do metodo, as biomoleculas 
(proteinas e peptideos) carregadas passam a ser separadas em 
um tubo a vacuo. A continuidade dos estudos e a evolu^ao da 
espectrometria de massa durante as decadas de 80 e 90, pos- 
sibilitaram cada vez mais o uso desse metodo de rotina. Na 
verdade, desde 2006, Alvin Fox afirmava que havia diversas 
aplicagoes que justificavam o amplo uso do MALDI-TOF 
em laboratories clinicos. 

A partir de 2011, observou-se um aumento expressivo 
de publicagoes sobre MALDI-TOF-MS que verificaram a 
eficacia deste metodo na identifica^ao rapida de diversos gru- 
pos de microrganismos. Atualmente, no mercado brasileiro, 
existem dois equipamentos disponiveis (vide Figura 42.2). 
O desempenho dessa tecnica e comparavel ao sequencia¬ 
mento genetico de 16S rDNA, que e o padrao-ouro para 
identifica^ao bacteriana. Com a ampla utiliza^ao desse me¬ 
todo, diversas outras aplica^oes para o MALDI-TOF foram 
estabelecidas. Dentre estas, encontram-se a detec^ao direta de 
microrganismos de amostras clinicas; a diferencia^ao de cepas 
em subtipos, a tipagem molecular e analise clonal; a deteegao 
de mecanismos de resistencia e a deteegao de micro-organis- 
mos de dificil isolamento. 

A identificagao bacteriana em larga escala, em menor 
tempo (poucos minutos) e com custo reduzido pode trazer 
uma revolugao no paradigma dos exames microbiologies; 
classicamente definidos como de alto custo e demorados. 
Alem disso, a possibilidade de tipifica^ao molecular desses 
microrganismos, com uma redu^ao ainda mais significativa 
nos custos e em velocidade incomparavel com os metodos 
tradicionais, e uma ferramenta de grande valia, especialmente 
se utilizada no conceito de controle e prevengao das infec- 
goes relacionadas a assistencia em saude. 

Principio da metodologia 

A tecnica envolvida na identifica^ao por MALDI-TOF 
e extremamente simples: uma pequena porgao da colonia 
isolada e colocada em um spot do slide e, em seguida, um 
microlitro de matriz (acido hidroxicinamico) e adicionado 
ao spot. Apos a secagem do slide, o mesmo e colocado na 
bandeja do equipamento. No interior do espectrometro, um 
raio laser e aplicado a amostra do slide. Esta amostra absorve 
grande quantidade de energia e as moleculas bacterianas sao 
instantaneamente ionizadas. Logo na sequencia, um tubo a 
vacuo carregara essas moleculas de acordo com o seu peso 
molecular e sua carga. De acordo com os diferentes tempos 
de voo nessa camara ( Time of Flight), as moleculas chegarao ao 
espectrometro (MS) em momentos diferentes e produzirao 
sinais (picos) detectados pelo equipamento e registrados na 
forma de picos de espectrometria - o espectrograma (Figuras 
42.2 e 42.4). A maioria dos sinais produzidos sao decorrentes 
da ioniza^ao de proteinas ribossomais. 
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Figura 42.4 Compara^ao de diferentes espectrogramas de isolados 
bacterianos diversos. 

Fonte: Modificado de bioMerieux 


Analise dos Espectros para Identificapao 

Como cada bacteria possui uma composi^ao especifi- 
ca de proteinas, produzira um espectrograma tipico de sua 
especie. Esse espectrograma e comparado a uma base de da¬ 
dos que contem milhares de espectrogramas de centenas de 
diferentes especies. Desta maneira, o equipamento atribui 
a identifica^ao do isolado desconhecido pela semelhanga 
do espectrograma gerado com os armazenados no banco 
de dados. 

■ SEQUENCIAMENTO GENETICO 

Dentre as principais metodologias utilizadas na identi- 
fica^ao bacteriana, o sequenciamento genetico do gene 16S 
rRNA (ou 16S rDNA) tern se mostrado uma das ferramentas 
mais aplicaveis para o diagnostico laboratorial de rotina. 

A metodologia de sequenciamento de DNA foi origi- 
nalmente descrita por Sanger e colaboradores em 1977. Des- 
de entao, este metodo foi se tornando cada vez mais utilizado 
em inumeras pesquisas na area de Microbiologia, ate que re- 
centemente tern sido incorporado pelos laboratories de roti¬ 
na. Nesse contexto, o desenvolvimento de equipamentos que 
realizam a eletroforese automatizada (Analisadores Geneti- 
cos) deu um grande impulso a area, tornando a metodologia 
mais pratica e mais adaptavel ao uso de rotina, bem como 
permitindo uma identificagao mais acurada e a descri^ao de 
novas especies bacterianas. 


O sequenciamento do gene 16S rRNA e um dos mais 
utilizados quando se deseja identificar bacterias com fenoti- 
pos atipicos, microrganismos de crescimento lento, bacterias 
nao cultivaveis ou culturas negativas. 

Historico 

Um dos primeiros pesquisadores a utilizar o gene 16S 
rDNA com a fmalidade de estudar bacterias foi Carl Woese, 
em 1977, que depois consolidou a divisao dos seres vivos em 
Dominios, a partir das diferengas do 16S rDNA. Entretanto, 
esses estudos pioneiros eram direcionados a filogenetica de 
microrganismos. 

Na decada de 1980 e 1990, o uso do gene 16S rRNA 
tornou-se mais popular entre pesquisadores, mas foi a partir 
do seculo XXI que essa metodologia ganhou um uso mais 
amplo nos laboratories de rotina, especialmente apos o de¬ 
senvolvimento de kits comerciais para determinar a sequencia 
parcial ou total desse gene (Microseq 500® e Microseq Full 
Gene® - Life Technologies, Foster City - California, USA). 

Caracterfsticas 

O gene 16S rRNA tern algumas peculiaridades interes- 
santes que justificam seu uso para identificagao bacteriana: 
tern um comprimento longo (1550 pares de base) que possui 
uma regiao conservada (as iniciais e finais) e outras muito 
variadas (as intermediarias); possui um polimorfismo entre 
especies suficiente para permitir a diferencia^ao entre estas. 
Devido a essas caracteristicas, podemos usar um par de primers 
universais - um para o inicio do gene e outro para a regiao 
em torno de 540 pb ou no seu final (1550 pb). Geralmente 
nao e necessario realizar o sequenciamento do gene com- 
pleto para a maioria dos isolados clinicos, sendo suficiente a 
determinagao dos primeiros 500 pares de base. 

Execupao do metodo 

De maneira simplificada, podemos descrever o meto¬ 
do do sequenciamento em 9 passos, sendo a maioria de¬ 
les comum as tecnicas convencionais de um PCR; sao eles: 
extragao do DNA, amplificagao do template, detec^ao do 
amplicon, purificagao do amplicon, rea^ao de sequenciamento, 
purifica^ao do produto de sequenciamento e, por ultimo, a 
eletroforese capilar automatizada (Figuras 42.5 e 42.6). Esse 
processo todo leva em torno de 34 horas ou 4 periodos 
integrals de trabalho. 

Interpretapao do metodo 

Depois das etapas descritas antes, a sequencia de DNA ob- 
tida e exportada para softwares de analise ou para um banco de 
dados on-line. Dentre estes, cabe destacar o Gene Bank, atra- 
ves do browser BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. 
cgi), ou o Le BIBI (https://umr5558-bibiserv.univ-lyonl.fr/ 
lebibi/lebibi.cgi) e, ainda, o Sepsi-Test Blast (http://www. 
sepsitest-blast.de/en/index.html). Cada um desses bancos tern 
suas vantagens e desvantagens, sendo o Gene Bank o maior 
de todos, o Le BIBI mais voltado para os isolados clinicos e o 
Sepsi-test especifico para isolados de septicemia. 
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Figura 42.5 Etapas do metodo de sequenciamento do 16S rDNA. 
Fonte: Pillonetto, M. Sequenciamento genetico do 16S rDNA 



ABI 3500® (Thermo/Life Technologies) 


ABI 3130® (Thermo/Life Technologies) 



Figura 42.6 Analisador genetico automatizado e analisador genetico de ultima geraqao (Next Generation Sequencing). 
Fonte: Thermo Fisher Scientific 


Interpretaqao dos resultados do sequenciamento 

A identificaqao do 16S rDNA nao e inquestionavel, pois 
apresenta limitaqoes, como a dificuldade de separar certos gru- 
pos de bacterias, como as do complexo Burkholderia cepacia, 
complexo Acinetobacter baumannii, complexo Mycobacterium tu¬ 
berculosis, entre outros. Porem, e considerada atualmente o gold 
standard entre todas as metodologias de identificaqao. Entre os 
anos de 2001 e 2007, mais de 120 novas especies bacterianas fo- 
ram descritas a partir dos dados obtidos pelo uso do 16S rDNA. 

Em nossa experiencia pratica, em torno de 10% das bac¬ 
terias submetidas a metodos automatizados convencionais 
(Vitek 2®, Biomerieux - Marcy L’Etoile, Franqa) tern que 
ser submetidas a confirmagao por sequenciamento. A maioria 
dessas analises leva a identificagao de microrganismos raros 
como Aquamicrobium lusatiense, Pandorea sputorum, Dysgonomas 
capnocytophagoides, Morococcus cerebrosum, Gordonia polyisopreni- 


vorans , entre outros. Estes microrganismos nao constam da 
base de dados da maioria dos metodos automatizados, inclu¬ 
sive do MALDI-TOE 

Dentre as principais limitaqoes desse metodo, esta o fato 
de ele nao ser totalmente automatizado e precisar de no mi- 
nimo 3 dias para se obter resultados. Entretanto, essas difi- 
culdades devem ser superadas a partir da popularizaqao do 
uso dos equipamentos de sequenciamento de ultima geragao 
- Next Generation Sequencing (Ion Torrent Personal Genome Ma¬ 
chine®, Life Technologies, Foster City - California, USA) -, 
que devem reduzir o prazo necessario para o sequenciamento 
de multiplos genes housekeepers ou ate mesmo do genoma 
bacteriano completo para apenas duas horas (vide Figura 
42.7). Estes metodos iniciarao uma nova revoluqao em Mi- 
crobiologia que introduzira termos como resistoma e toxoma 
na microbiologia clmica dos proximos anos. 
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Figura 42.7 Analisador genetico de ultima gera^ao (Next Generation 

Sequencing ). 

Fonte: Ion Torrent PGM® (Thermo/Life Technologies). 
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Controle de Qualidade 


■ INTRODUgAO 

A garantia dos procedimentos laboratoriais esta apoiada 
na execu^ao e desempenho do Controle de Qualidade. Esse 
controle pode ser interno ou externo, cujo melhor termo de 
uso e Avaliagao Externa da Qualidade (AEQ). 

O Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) utiliza 
o termo AEQ como sinonimo para“Ensaio de Proficiencia”, 
enquanto a ANVISA/REBLAS ainda utiliza o termo “En- 
saio de Proficiencia”. 

A AEQ e feita atraves da participa^ao em Ensaios de 
Proficiencia disponiveis para os diferentes procedimentos 
realizados. Para a microbiologia estao disponiveis progra- 
mas atraves do PNCQ (Programa Nacional de Controle 
de Qualidade), patrocinado pela Sociedade Brasileira de 
Analises Clinicas (SBAC), PELM (Programa de Excelencia 
para Laboratories Medicos) ligado a Sociedade Brasileira 
de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial (SBPC-ML) 
e gerenciado pela empresa Control Lab e o CAP (Colegio 
Americano de Patologia). 

A participa^ao na AEQ e tambem uma exigencia da 
ANVISA e deve constar para todos os procedimentos dispo- 
niveis pelo lab oratorio. 

Ocorre que, para certos procedimentos, nao e possivel 
encontrar nenhum provedor de controles. Especialmente na 
microbiologia, essa dificuldade esta atrelada a viabilidade e ao 
risco biologico do transporte de certas amostras. Para tanto, sao 
tambem aceitas outras possibilidades de AEQ que incluem a 
troca de amostras entre os laboratories, divisao da amostra para 
realizagao por diferentes metodologias ou diferentes analistas. 
Constam como objetivos da AEQ: 

■ padronizar a fase analitica de acordo com a literatura; 

■ avaliar a eficiencia do controle interno da qualidade; 

■ avaliar e monitorar o desempenho do lab oratorio em 
ensaios especificos; 

■ identificar acertos e conformidades; 

■ identificar oportunidades de melhoria, a^oes corretivas 
e preventivas; 

■ indicar a exatidao analitica e garantir a confiabilidade 
dos resultados; 


■ elaborar material didatico sobre assuntos tecnico- 
-cientificos, administrativos ou de controle da qualidade 
para auxiliar o laboratorio participante na sua educagao 
continuada. 

A principal premissa da AEQ e que a amostra deve ser 
processada exatamente como se fosse uma amostra de pacien- 
te, pelos mesmos analistas que participam da rotina e com o 
mesmo nivel de complexidade no resultado, o que quer dizer 
que o resultado do teste de proficiencia nao pode ser mais 
especifico que aquele que e entregue ao paciente 

O controle interno de qualidade (CQI) refere-se a utili- 
zagao de uma amostra conhecida da qual ja se sabe o resultado 
esperado.Tambem deve existir para todos os procedimentos e 
sua frequencia varia de acordo com o tipo de controle. 

Os resultados do controle interno dos diferentes proce¬ 
dimentos devem estar descritos e documentados. Ainda, de- 
vem ser avaliados e assinados pelo menos mensalmente pelo 
diretor do laboratorio ou pessoa designada por ele. 

No caso do CQI apresentar-se nao conforme, e manda- 
torio ao laboratorio: 

■ analisar o erro, instituir medidas corretivas ou suspen¬ 
der o teste, fazer a rastreabilidade de todos os resultados 
compreendidos entre o ultimo CQI e o atual e retificar 
os laudos quando necessario. 

A seguir, serao pontuadas as principals recomendagoes 
relacionadas ao controle de qualidade segundo a literatura e 
os principals orgaos certificadores. 

■ Colorado: o controle de qualidade da coloragao de 
Gram, que e a mais utilizada na rotina de microbiolo¬ 
gia, deve ser feito pelo menos semanalmente (desejavel 
diariamente) e a cada novo lote de reagentes para micro- 
-organismos Gram-positivos e negativos. Para servigos 
em que essa rotina e realizada com menos frequencia, o 
controle deve ser feito no dia do teste. 

Para as outras coloragoes, por exemplo a coloragao de 
Ziehl-Neelsen, o controle tambem deve ser realizado a 
cada dia de teste e a cada novo lote e remessa de reagen¬ 
tes, utilizando controle de qualidade positivo e negativo. 
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Para as reaqoes de fluorescencia, exige-se esse controle 
em to da a rotina. 

No Quadro 43.1, pode-se observar um exemplo de 
planilha utilizada para controle de Colorado e que pode ser 
adaptada a outros controles internos do laboratorio. 

■ Controle de Colorado entre os observadores 

(Gram, Ziehl-Neelsen e outras que o laboratorio dis- 
ponibiliza): por meio do uso de microrganismos com 
colora^ao conhecida, microscopio de varias cabeqas, 
imagens digitais ou microfotografias, pelo menos anual- 
mente, deve-se avaliar o desempenho dos colaboradores. 
Tambem e considerado importante estabelecer controle 
com laminas da rotina, em que sao quantificados micro- 
-organismos e elementos celulares para se avaliar o nivel 
de concordancia entre os observadores. 

■ Meios de cultura: para meios adquiridos, o documen- 
to M22-A3 do CLSI faz uma distinqao em dois grupos: 
aqueles para os quais o certificado de qualidade enviado 
pelo fornecedor e valido e aqueles para os quais o certi¬ 
ficado nao e valido. 

De qualquer forma, toda nova entrega deve passar por 
uma inspegao visual que avalia a ausencia de quebra da 


placa, integridade da embalagem, contaminaqao, aparen- 
cia de descongelamento ou superaquecimento. 

Para meios prontos que necessitam de validagao (os 
mesmos testes sao aplicados para meios preparados no 
proprio laboratorio), recomenda-se medir a esterilida- 
de do meio, habilidade de permitir o crescimento de 
determinado patogeno em determinada concentragao 
e, fmalmente, a reatividade a provas bioquimicas a cada 
novo lote ou entrega. 

Sao considerados meios que nao precisam de validagao: 
agar sangue, MacConkey, Mueller Hinton, Mueller Hinton 
sangue, azida, batata, Lowenstein-Jensen e Sabouraud. 
Devem ser validados no laboratorio: agar chocolate, agar 
cromogenico (diferentes formulaqoes), meio para anae- 
robios (Anaerinsol®). 

Provas bioquimicas: incluindo as rea^oes de catalase, 
coagulase, oxidase, indol, bacitracina, optoquina, an- 
tigeno de aglutinagao dos estreptococos, ONPG, X, V 
devem ser testadas com controles positivos e negativos a 
cada novo numero de lote e entrega dos reagentes. Uma 
sugestao e realizar diariamente as provas mais frequentes, 
como catalase, coagulase, oxidase, indol; semanalmente, 
a bacitracina, optoquina e o restante a cada novo lote. 


Quadro 43.1 Planilha para acompanhamento do controle interno de colora^ao. 


Controle diario dos corantes de Gram, Ziehl-Neelsen e tinta-da-china 


Gram-positivo: ATCC 29213 Staphylococcus aureus/G ram-negativo: ATCC 25922 Escherichia coli 
Ziehl-neelsen positivo: ATCC 35717 M. awum/ZIEHL-NEELSEN NEGATIVO: ATCC 25922 Escherichia coli 
Tinta da china: Positivo CAP-F09 - Negativo: ATCC 14053 C. albicans 

Frequencia: Diaria 
Mes: 



Gram (Manual) 

Gram 

(Automatizado) 

Ziehl-Neelsen 

Tonta-da-china Liberado 

para uso 


5. aureus 

E. coli 

5. aureus 

E. coli 

M. avium 

E. coli 

C. neoformans C. albicans 

Data 

Positivo 

Negativo 

Positivo 

Negativo 

Positivo 

Negativo 

Positivo Negativo 


1 

2 

3 

4 

.... segue 
para todos 
os dias do 
mes 

Fonte: Dados do quadro enviado pelo autor. 
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p-lactamase: a cada dia de uso; caso seja a cefinase, 
somente com a mudan^a de lote. Antissoros: tambem 
devem ser testados com controles positivos e negativos 
a cada novo lote e entrega, posteriormente devem ser 
retestados a cada seis meses. 

■ Testes rapidos de detec^ao de antigenos: inicial- 
mente, devem ser feitos estudos de validagao do controle 
interno frente ao controle externo por 20 dias consecu- 
tivos. Para testes que possuem controle interno, controle 
externo positivo e negativo devem ser testados a cada 
novo numero de lote ou nova entrega. O controle ex¬ 
terno deve ser executado de acordo com o fabricante ou 
a cada 30 dias (considerar o mais frequente). 

Para testes que nao possuem controle interno, um con¬ 
trole positivo e outro negativo devem ser testados a cada 
dia de uso. 

■ Instrumentos: todos os controles devem seguir o reco- 
mendado pelo fabricante, sendo que para cada um deles 
deve existir um check list diario de verificagao de funcio- 
namento e limpeza. 

Os instrumentos utilizados no laboratorio devem tam¬ 
bem ter uma escala de manutengao, sendo que as anota- 
goes dos parametros avaliados devem ser mantidas. 
Pipetas, dispensadores automaticos e outros equipa- 
mentos utilizados para dispensar materiais de forma 
quantitativa devem ser avaliados para teste de acuracia e 
reprodutibilidade em intervalos preestabelecidos. 
Termometros nao certificados devem ser testados anual- 
mente frente a um termometro padrao. 

O Registro de Temperatura de Equipamentos deve ser 
feito diariamente para todos os equipamentos em que 
sao processadas amostras de pacientes e/ou contem rea- 
gentes. Alguns itens como banho-maria e termobloco 
podem ser monitorados somente nos dias de uso. 

O Fluxo Laminar deve ser avaliado anualmente para 
certificagao de que os filtros estejam funcionando. 
Aspectos relacionados ao controle de qualidade dos me- 
todos automatizados para identifica^ao serao abordados 
ao termino do capitulo, juntamente com o controle dos 
testes de sensibilidade. 

Caso o laboratorio utilize mais de um instrumento para 
liberar o mesmo resultado, estes equipamentos devem 
ser comparados pelo menos duas vezes ao ano. Contudo, 
essa recomendagao nao e aplicavel quando sao utiliza- 
das diferentes celulas monitoradas pelo mesmo sistema, 
como e o caso das hemoculturas. 

■ CONTROLE DE QUALIDADE DOS 
ANTIMICROBIANOS 

O controle de qualidade (CQ) tern como fmalidade 
monitorar a precisao (reprodutibilidade) e acuracia dos pro- 
cedimentos tecnicos empregados na realizagao de um teste 
de sensibilidade, aferindo a qualidade dos reagentes e o de- 
sempenho dos colaboradores que realizam os testes e fazem a 
leitura dos resultados. O principal elemento para a realizagao 


do controle de qualidade e o uso de cepas de referenda de 
colegoes como ATCC - American Type Culture Collection. As 
cepas ATCCs destinam-se a verifica^ao dos resultados obti- 
dos, pois suas caracteristicas fenotipicas sao conhecidas, ou 
seja, sua identifica^ao e seu perfil de suscetibilidade ja foram 
determinados. 

■ MANUTENgAO E CUIDADOS COM AS 
CEPAS DE REFERENCE 

O numero de passagens deve ser minimizado para redu- 
zir a possibilidade de variagoes fenotipicas, muta^oes geneti- 
cas e provaveis contaminates. A recomenda^ao e que a cepa 
de referenda tenha, no maximo, cinco passagens a partir da 
cepa de referenda original, por esta razao essas cepas devem 
ser acompanhadas de um certificado que indique qual e a 
sua gera^ao. 

A passagem e definida como subcultura, envolvendo o 
crescimento de microrganismos viaveis em meio fresco. O 
descongelamento ou a reidratagao da cultura de cepas ATCC 
nao e considerada uma passagem. 

No caso de armazenamento prolongado, as cepas de re¬ 
ferenda devem ser mantidas a temperatura de -20 °C, pre- 
ferencialmente a -60 °C ou em nitrogenio liquido. Essas 
culturas podem ser guardadas em criotubos com selo de pro- 
te^ao interna contendo leite em po desnatado a 20% diluido 
em agua destilada e autoclavado a 121 °C por 20 minutos 
e/ou caldo de soja triptico com 10% a 15% de glicerol, au¬ 
toclavado a 121 °C por 20 minutos e/ou sangue de coelho 
desfibrinado. 

■ METODO DE DISCO-DIFUSAO 
(QUAUTATIVO) 

Para controlar a reprodutibilidade e acuracia dessa metodo- 
logia e recomendada a utilizacao das seguintes cepas de referen¬ 
da para os isolados fastidiosos e nao fastidiosos, cujas condigoes 
de armazenamento estao de acordo com o Quadro 43.2. 

■ Escherichia coli ATCC® 25922 (Cepa nao produtora de 
P-lactamase) 

■ Escherichia coli ATCC® 35218 (E recomendado apenas 
como cepa controle para combinagoes com inibidores 
das P-lactamases, como aqueles com acido clavula- 
nico, sulbactam ou tazobactam - cepa produtora de 
P-lactamase) 

■ Staphylococcus aureus ATCC® 25923 (Cepa nao produto¬ 
ra de P-lactamase) 

■ Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 (Cepa sensivel aos 
agentes anti-pseudomonas) 

■ Haemophilus influenzae ATCC® 49247 (Controle do meio 
de HTM e os discos utilizados para o Haemophilus spp.) 

■ Haemophilus influenzae ATCC® 49766 (Controle de al- 
gumas cefalosporinas) 

■ Neisseria gonorrhoeae ATCC® 49226 

■ Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619 
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Quadro 43.2 Condi^oes de incuba^ao e meios utilizados para teste de controle de qualidade 

Microrganismo 

Meio 

Inoculo 

Incubagao 

Haemophilus influenzae 

HTM 

Suspensao bacteriana direto 
da colonia 

5% de C0 2 ; 20-24h; 35 °C 

Neisseria gonorrhoeae 

Meio GC com 1% de 
suplemento 

Suspensao bacteriana direto 
da colonia 

5% de C0 2 ; 20-24h; 35 °C 

Streptococcus pneumoniae 

MHA suplementado com 
5% de sangue de carneiro 
desfibrinado 

Suspensao bacteriana direto 
da colonia 

5% de C0 2 ; 20-24h; 35 °C 

Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus e 
Pseudomonas aeruginosa 

MHA 

Suspensao bacteriana direto 
da colonia 

Ar ambiente; 20-24h; 35 °C 


HTM, Haemophilus Test Medium; MHA, Mueller Hinton Agar. 

Observances: Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619 e a cepa designada para o controle de qualidade por disco-difusao para todos os Streptococcus sp. 
Fonte: Dados do quadro enviado pelo autor. 


Cepas de referenda suplementares: 

■ Klebsiella pneumoniae ATCC® 700603 (Cepa produtora 
de p-lactamase de espectro ampliado) 

■ Staphylococcus aureus ATCC® BAA-977 (Cepa produtora 
da resistencia induzivel mediada pelo ermA, portanto D- 
teste positivo) 

■ Staphylococcus aureus ATCC® BAA-976 (Apresenta o 
gene msrA que medeia o mecanismo de efluxo dos ma- 
crolideos, portanto D- teste negativo) 

Pode-se utilizar tanto o Haemophilus influenzae ATCC® 
49247 quanto o 49766 para o controle de qualidade de rotina. 

As cepas de referenda suplementares nao sao obrigato- 
rias, servem para detectar alguns mecanismos de resistencia. 

Os limites aceitaveis para os halos encontrados para as 
cepas de referenda e os diversos antimicrobianos estao des- 
critos no documento do CLSI Ml00 ou norma substituta. 

■ FREQUENCE DO CONTROLE DE 
QUALIDADE POR DISCO-DIFUSAO 

As recomendagoes nacionais e internacionais preconi- 
zam testes semanais. Inicialmente, porem, e necessaria uma 
validagao mais apurada, levando em consideragao todos os 
aspectos que podem interferir nesse procedimento e, por essa 
razao, os testes, a principio, sao realizados diariamente. 

Segundo o documento do CLSI (Clinical and Labora¬ 
tory Standards Institute), M100-S24 (documento revisado 
anualmente),para alterar de diario para semanal e indispensa- 
vel seguir o fluxograma abaixo (Figura 43.1). 

De acordo com esse novo fluxograma estabelecido pelo 
CLSI (M100-S23), os testes podem ser realizados por cinco 
dias consecutivos em triplicata, ou seja, tres testes diferentes 
com inoculos individuais no mesmo dia durante cinco dias 


consecutivos, totalizando, com isso, quinze validates. E im- 
portante lembrar sempre de documentar esses resultados. 

Apos a realizagao desses quinze resultados, pode-se mu- 
dar a flequencia da validagao de diaria para semanal somente 
se uma das quinze leituras de halos para cada combinaqao de 
agente/antimicrobiano apresentar um resultado fora do limite 
aceitavel, neste caso essa alteragao e permitida, ou seja, a fre- 
quencia de validagao pode ser alterada de diaria para semanal. 

Caso haja de dois a tres resultados fora dos limites acei¬ 
taveis preconizados pelo CLSI dentre as quinze leituras 
realizadas nessa validagao, o teste nao e validado, por isso e 
obrigatoria a realizaqao de mais tres experimentos diarios, 
com inoculos individuais por mais cinco dias consecutivos. 
Ao termino desta repetigao, a mudanga somente e permitida 
se, no maximo, dois a tres resultados dentre as trinta leituras 
estiverem fora do limite de aceitabilidade preconizado pelo 
CLSI. Contudo, se houver um numero de resultados fora do 
limite maior ou igual a quatro, essa alteragao nao sera possi- 
vel. Dessa maneira, e necessario tomar algumas medidas de 
corregao para iniciar novamente esse programa de validagao. 

■ MEDIDAS DE AQOES CORRETIVAS 
TOMADAS QUANDO 0 CONTROLE DE 
QUALIDADE APRESENTA RESULTADOS FORA 
DOS LIMITES ESPERADOS DEVIDO A ERRO 
EVIDENTE E NAO EVIDENTE 
Erro evidente 

Nesses casos, quando a causa do erro pode ser identi- 
ficada, documente o fato e reteste a cepa no dia em que o 
erro for observado. Se o resultado repetido estiver dentro dos 
limites de aceitabilidade, nao sao necessarias outras aqoes cor- 
retivas. Contudo, se o problema for com a cepa de referenda, 
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Figura 43.1 Esquema para alterar o controle de qualidade de diario para semanal (triplicata por cinco dias consecutivos). 
Fonte: Enviada pelo autor. 


obtenha uma nova cepa de trabalho ou uma nova subcultura 
da cepa de trabalho e reteste o mais rapido possivel. 

Motivos que podem causar um erro evidente: usar uma 
cepa de referenda errada; contaminagao da cepa ou incu- 
bagao em temperatura inadequada, disco de antimicrobiano 
errado, ajuste de suspensao bacteriana errada ou uma leitura, 
interpreta^ao ou transcrigao errada dos resultados. 

Erro nao evidente 

Quando os motivos dos erros nao sao identificados, sao 
tomadas as medidas de agoes corretivas. Assim que possivel, 
utilize uma nova cultura de trabalho (cepas de referenda) ou 
uma subcultura da cepa de trabalho por mais cinco dias; se as 
cinco mensura^oes estiverem dentro do esperado, continuar 
com o controle semanal, caso contrario, tomar as a^oes adi- 
cionais de corregao. 

Agoes adicionais de corregao: obtenha uma nova cepa 
de referenda (congelador ou fonte confiavel) e um novo lote 
de materials (inclusive um novo padrao de turbidimetro), se 
possivel de diferentes fornecedores. Caso o problema seja do 
fornecedor, contate-o e mostre os resultados. Sempre e util 
trocar materials e cepas de controle com outros laboratories 
que utilizam a mesma metodologia para solucionar a origem 
desses problemas indeterminados; enquanto a causa nao for de- 
terminada, e necessario o uso de uma metodologia alternativa. 

Se o problema for identificado e corrigido, documente 
os resultados por mais cinco dias consecutivos antes de re- 
tornar o controle semanal. Caso o controle de qualidade seja 
realizado juntamente com os testes dos pacientes, os resulta¬ 


dos fora dos limites de aceitabilidade do controle devem ser 
segregados, assim como os testes do paciente ate a causa do 
erro ser corrigida. 

Observa^ao: os controles de qualidade podem ser 
alterados de diarios para semanais e tambem devem ser 
realizados a cada mudanga de lote ou remessa. 

No Quadro 43.3 sao apresentados os principals proble¬ 
mas observados quando o controle de disco-difusao possui 
resultados fora do limite de aceitabilidade e um guia para 
solucionar esses problemas. 

■ METODO DE MICRODILUigAO EM CALDO 
OU AGAR (QUANTITATIVO) 

Para o controle de qualidade recomenda-se o CLSIM7-A, 
M100-S24 vigentes ou norma substituta.As cepas de referen¬ 
da utilizadas estao listadas a seguir: 

Staphylococcus aureus ATCC® 29231; Enterococcus faecalis 
ATCC® 29212; Escherichia coli ATCC® 25922; Pseudomo¬ 
nas aeruginosa ATCC® 27853; Escherichia coli ATCC® 35218; 
Haemophilus influenzae ATCC® 49247; Haemophilus influen¬ 
zae ATCC® 49766; Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619 e 
Neisseria gonorrhoeae ATCC® 49226. 

Cepas de referenda suplementares: 

Klebsiella pneumoniae ATCC® 700603; Staphylococcus aureus 
ATCC® BAA-977; Staphylococcus aureus ATCC® BAA-976. 
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Quadro 43.3 Disco-difusao - guia para solucionar os problemas. 


Antimicrobiano 

Cepa referenda 

Observagao 

Causa do 
problema 

Comentario/agao 

Aminoglicosideo 

Qualquer 

Halo muito 
pequeno 

pH do meio muito 
baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4, evite incubar em 

co 2 

Aminoglicosideo 

Qualquer 

Halo muito 
grande 

pH do meio bem 
alto 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Aminoglicosideo 

R aeruginosa 
ATCC® 27853 

Halo muito 
pequeno 

Conteudo de Ca ++ 
e/ou Mg ++ muito 
alto 

Use outro lote do meio. 

Aminoglicosideo 

R aeruginosa 
ATCC® 27853 

Halo muito 
grande 

Conteudo de Ca ++ 
e/ou Mg ++ muito 
baixo 

Use outro lote do meio. 

Amoxicilina- 

Clavulanato 

E. coli ATCC® 
35218 

Halo muito 
pequeno 

Clavulanato e 
termolabil. Disco 
perdeu a potencia 

Use outro lote do disco. Verifique as 
condigoes de armazenamento e a 
integridade da embalagem. 

p-lactamicos 

Qualquer 

Halo 

inicialmente 
dentro do limite 
aceitavel, mas, 
com o passar do 
tempo, fora. 

Disco perdeu a 
potencia 

Use urn novo lote. Verifique as condigoes 
de armazenamento e a integridade da 
embalagem. Imipenem, Clavulanato e 
Cefaclor sao termolabeis. 

Aztreonam 

Cefotaxima 

Cefpodoxima 

Ceftazidima 

Ceftriaxona 

K. pneumoniae 
ATCC® 700603 

Halo bem 
grande 

Perda espontanea 
do plasmideo que 
codifica o gene de 
p-lactamase 

Estocar estas cepas preferencialmente em 
< -60 °C ou nitrogenio liquido. 

Cefotaxima + 
Clavulanato 
Ceftazidima + 
Clavulanato 

K. pneumoniae 
ATCC® 700603 

Teste 

confirmatory de 
ESBL negativo 

Perda espontanea 
do plasmideo que 
codifica o gene de 
p-lactamase 

Estocar estas cepas preferencialmente em 
< -60 °C ou nitrogenio liquido. 

Penicilinas 

Qualquer 

Halo muito 
grande 

pH do meio muito 
baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4, evite incubar 
em C0 2 

Penicilinas 

Qualquer 

Halo muito 
pequeno 

pH do meio muito 
alto 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Clindamicina 

5. aureus ATCC® 
25922 

Halo muito 
pequeno 

pH do meio muito 
baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4, evite incubar 
em C0 2 

Clindamicina 

5. aureus ATCC® 
25922 

Halo muito 
grande 

pH do meio muito 
alto 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Macrolideos 

5. aureus ATCC® 
25922 

Halo muito 
pequeno 

pH do meio muito 
baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4, evite incubar 
em C0 2 

Macrolideos 

5. aureus ATCC® 
25922 

Halo muito 
grande 

pH do meio muito 
alto 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Quinolonas 

Qualquer 

Halo muito 
pequeno 

pH do meio muito 
baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4, evite incubar 
em C0 2 
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Quadro 43.3 Disco-difusao - guia para solucionar os problemas. 

(' Continua^ao) 

Antimicrobiano 

Cepa referenda 

Observagao 

Causa do 
problema 

Comentario/agao 

Quinolonas 

Qualquer 

Halo muito 
grande 

pH do meio muito 
alto 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Sulfonamidas 

Trimetoprima 

Trimetoprim- 

sulfametoxazol 

E. faecalis ATCC® 
29212 

Halo < 20 mm 

Conteudo de 
timidina muito alto 

Use outro lote do meio. 

Tetraciclina 

Qualquer 

Halo muito 
grande 

pH do meio muito 
baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4, evite incubar em 

co 2 

Tetraciclina 

Qualquer 

Halo muito 
pequeno 

pH do meio muito 
baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Tetraciclina 

Qualquer 

Halo muito 
pequeno 

Conteudo de Ca ++ 
e/ou Mg ++ muito 
alto 

Use outro lote do meio. 

Tetraciclina 

Qualquer 

Halo muito 
grande 

Conteudo de Ca ++ 
e/ou Mg ++ muito 
baixo 

Use outro lote do meio. 

Varios 

Qualquer 

Varios halos 
muito grandes 

Inoculo muito leve 

Erro na preparagao 
do inoculo 

Meio muito fino 

MHA 

nutricionalmente 
inaceitavel (verificar 
as condigoes do 
MHA) 

Repetir utilizando escala de McFarland 

0,5 do turbidimetro ou escala. Verificar a 
data de validade da escala e as condigoes 
de armazenamento se usar sulfato de 
bario ou padroes de latex. Usar agar com 
profundidade de 4 mm. 

Varios 

Qualquer 

Varios halos 
muito pequenos 

Inoculo muito 
denso 

Erro na preparagao 
do inoculo 

Meio muito grosso 

MHA 

nutricionalmente 
inaceitavel (verificar 
MHA) 

Repetir utilizando escala de McFarland 

0,5 do turbidimetro ou escala. Verificar a 
data de validade da escala e as condigoes 
de armazenamento se usar sulfato de 
bario ou padroes de latex. Usar agar com 
profundidade de 4 mm. 

Varios 

Qualquer 

Urn ou mais 
halos muito 
pequenos ou 
muito grandes 

Erro na medigao 

Erro na transcrigao 

Defeito 

randomizado do 
disco 

Disco preso 
fracamente no agar 

Verificar a leitura e a transcrigao dos 
resultados errados. 

Retestar. Caso os resultados estiverem 
fora do limite e nenhum erro for 
detectado, iniciar as agoes corretivas. 
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Quadro 43.3 Disco-difusao - guia para solucionar os problemas. 

(Continua<;ao) 

Antimicrobiano 

Cepa referenda 

Observagao 

Causa do 
problema 

Comentario/agao 

Varios 

S. pneumoniae 
ATCC® 49619 

Halos muito 
grandes. 

Camada de 
crescimento 

escasso 

Placa de inoculo 
muito velha e 
contem muitas 
bacterias nao 
viaveis. Placa do 
inoculo deve ter de 

18-20h. 

Replique novamente a cepa de referenda 
e repita o teste ou replique nova cepa do 
estoque. 

Varios 

Qualquer 

Uma cepa de 
referenda fora 
do limite, mas 
outra cepa de CQ 
dentro do limite 
para o mesmo 
antimicrobiano 

Uma das cepas de 
referenda pode ser 
o melhor indicador 
para o problema 

Retestar a cepa e confirmar 
reprodutibilidade e aceitabilidade 
dos resultados. Avalie com uma cepa 
alternativa com CIMs conhecidos. Iniciar 
as agoes corretivas com o problema. 

Varios 

Qualquer 

Duas cepas de 
referenda estao 
com o controle 
fora do limite 
para o mesmo 
antimicrobiano 

Indica urn 
problema com o 
disco 

Use urn novo lote de disco e verifique 
as condigoes de armazenamento e 
integridade da embalagem. 


Fonte: Adaptado e referendada do documento do CLSI, M100-S24. 


As condigoes de incubagao, o meio e o inoculo das di- 
versas cepas de referenda estao descritas no Quadro 43.4. 

Os limites aceitaveis para as CIMs encontrados para as 
cepas de referenda e os diversos antimicrobianos estao des- 
critos no documento do CLSI Ml00 ou norma substituta. 


■ FREQUENCE DO CONTROLE DE 
QUALIDADE PELO METODO QUANTITATIVO 

Como apresentado no disco-difusao, a metodologia 
quantitativa tambem possui recomendagoes nacionais e in- 


Quadro 43.4 Condigoes usadas para realizar o controle de qualidade das cepas de references. 

Microrganismo 

Meio 

Inoculo 

Incubagao 

Haemophilus influenzae 

HTM caldo 

Suspensao bacteriana 
direto da colonia 

Ar ambiente; 20-24h; 35 °C. 

Neisseria gonorrhoeae 

Meio GC agar com 1 % de 
suplemento 

Suspensao bacteriana 
direto da colonia 

5% de C0 2 ; 20-24h; 

35 °C. 

Streptococcus pneumoniae 

CAMHB caldo suplementado 
com 5% de sangue de cavalo 
desfibrinado 

Suspensao bacteriana 
direto da colonia 

5% de C0 2 ; 20-24h; 

36 ± 1 °C (nao exceder 37 °C). 

Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus e 
Pseudomonas aeruginosa 

MH caldo 

Suspensao bacteriana 
direto da colonia 

Ar ambiente; 20-24h; 35 °C. 


HTM, Haemophilus Test Medium; CAMHB, caldo Mueller Hinton calcio ajustado; MH, Mueller Hinton 

Observances: Pode utilizar tanto o Haemophilus influenzae ATCC49247 quanto o 49766 para o controle de qualidade de rotina. 
O controle de qualidade da Neisseria Gonorrhoeae ATCC 49226 e realizado somente pelo metodo de agar diluigao. 

Fonte: Dados do quadro enviado pelo autor. 
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ternacionais, as quais preconizam que testes sejam feitos se- 
manalmente. Inicialmente, porem, e necessaria a realizagao de 
testes diarios, conforme a Figura 43.1. 

Possiveis falhas no controle de qualidade dos metodos 
quantitativos podem estar relacionadas a diversos fatores 
como: ma qualidade do meio de cultura, concentragao de 
cations ou pH fora da faixa recomendada, baixa concentragao 
do antimicrobiano, solugao de estoque de antibiotico com 


concentragao fora da preconizada, falhas no procedimento 
tecnico, inoculo com concentragao de microrganismos fora 
da preconizada, tempo e temperatura de incubagao nao reco- 
mendadas, assim como outras agoes corretivas ja sugeridas na 
metodologia de disco-difusao. 

Como apresentado no disco-difusao, os metodos que de- 
terminam a CIM tambem possuem um guia dos problemas 
mais encontrados e estao apresentados no Quadro 43.5. 


Quadro 43.5 Guia para solucionar os problemas do CQ para os metodos que determinar a CIM. 

Antimicrobiano 

Cepa referenda 

Observagao 

Causa do problema 

Comentario/agao 

Aminoglicosideo 

Qualquer 

CIM muito alta 

pH do meio muito baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4, evite 
incubar em C0 2 

Aminoglicosideo 

Qualquer 

CIM muito baixa 

pH do meio bem alto 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Aminoglicosideo 

R aeruginosa 

ATCC® 27853 

CIM muito alta 

Conteudo de Ca ++ e/ou 
Mg ++ muito alto 

Acerte a concentragao de Ca +2 
20-25 ng/mL, Mg +2 

10-12,5 mg/mL 

Aminoglicosideo 

R aeruginosa 

ATCC® 27853 

CIM muito baixa 

Conteudo de Ca ++ e/ou 
Mg ++ muito baixo 

Acerte a concentragao de Ca +2 
20-25 ng/mL, Mg +2 

10-12,5 mg/mL 

Amoxicilina- 

Clavulanato 

E. coli 

ATCC® 35218 

CIM muito alta 

Clavulanato e termolabil. 
Disco perdeu a potencia 

Use outro lote. Verifique as 
condigoes de armazenamento 
e a integridade da embalagem. 

p-lactamicos 

Qualquer 

CIM inicialmente 
dentro do limite 
aceitavel, mas, 
com o passar do 
tempo, fora. 

Degradagao do agente 
antimicrobiano 

Use um novo lote. Verifique as 
condigoes de armazenamento 
e a integridade da embalagem. 
Imipenem, Clavulanato e 
Cefaclor sao termolabeis. 

Aztreonam 

Cefotaxima 

Cefpodoxima 

Ceftazidima 

Ceftriaxona 

K. pneumoniae 
ATCC® 700603 

CIM bem baixa 

Perda espontanea do 
plasmideo que codifica o 
gene de p-lactamase 

Estocar estas cepas 
preferencialmente em < 

-60 °C ou nitrogenio liquido. 

Cefotaxima + 
Clavulanato 

Ceftazidima + 
Clavulanato 

K. pneumoniae 
ATCC® 700603 

Teste 

confirmatorio de 
ESBL negativo 

Perda espontanea do 
plasmideo que codifica o 
gene de p-lactamase 

Estocar estas cepas 
preferencialmente em < 

-60 °C ou nitrogenio liquido. 

Carbapenens 

R aeruginosa 

ATCC® 27853 

CIM muito alta 

Concentragao muito alta 
de Zn +2 no meio 

Use um novo lote. 

Carbapenens 

R aeruginosa 

ATCC® 27853 

CIM muito alta 

Degradagao do agente 
antimicrobiano 

Use um novo lote. Verifique as 
condigoes de armazenamento 
e integridade da embalagem. 
Resultados repetidos do 
Imipenem de 4 pg/mL para R 
aeruginosa ATCC® 27853 pode 
indicar deterioragao da droga. 


(< Continua) 


capitulo 43 


469 




Tratado de Analises Clinicas 


Quadro 43.5 Guia para solucionar os problemas do CQ para os metodos que determinar a CIM. ( Continua^ao) 

Antimicrobiano 

Cepa referenda 

Observagao 

Causa do problema 

Comentario/agao 

Penicilinas 

S. aureus 
ATCC®29213 

CIM muito alta 

Cepa produtora de 
(3-lactamase, varios 
repiques podem 
aumentar a CIM 

Repita o procedimento com 
urn inoculo cuidadosamente 
ajustado. 

Penicilinas 

Qualquer 

CIM muito baixa 

pH do meio muito baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Clindamicina 

S. aureus 
ATCC®29213 

E.faecalis 
ATCC®29212 

CIM muito alta 

pH do meio muito baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4, evite 
incubar em C0 2 

Clindamicina 

S. aureus 
ATCC®29213 

E. faecalis 
ATCC®29212 

CIM muito baixa 

pH do meio muito alto 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Daptomicina 

S. aureus 
ATCC®29213 

E. faecalis 
ATCC®29212 

CIM muito alta 

CIM muito baixa 

Conteudo baixo de Ca +2 

Conteudo alto de Ca +2 

Conteudo aceitavel de Ca +2 

50 jUg/mL em CAMHB. 

Ajuste a concentragao de Ca +2 
ou mude o lote. 

Macrolideos e 
Ketolideos 

5. aureus ATCC® 
29213 

E. faecalis ATCC® 
29212 

CIM muito alta 

pH do meio muito baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4, evite 
incubar em C0 2 

Macrolideos e 
Ketolideos 

5. aureus ATCC® 
29213 

E. faecalis ATCC® 
29212 

CIM muito baixa 

pH do meio muito alto 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Quinolonas 

Qualquer 

CIM muito alta 

pH do meio muito baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4, evite 
incubar em C0 2 

Quinolonas 

Qualquer 

CIM muito baixa 

pH do meio muito alto 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Tetraciclina 

Qualquer 

CIM muito baixa 

pH do meio muito baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4, evite 
incubar em C0 2 

Tetraciclina 

Qualquer 

CIM muito alta 

pH do meio muito baixo 

Acerte o pH = 7,2-7,4 

Tetraciclina 

Qualquer 

CIM muito alta 

Conteudo de Ca ++ e/ou 
Mg ++ muito alto 

Acerte a concentragao de Ca +2 
20-25 ng/mL, Mg +2 

10-12,5 mg/ml_ 

Tetraciclina 

Qualquer 

CIM muito baixa 

Conteudo de Ca ++ e/ou 
Mg ++ muito baixo 

Acerte a concentragao de Ca +2 
20-25 ng/mL, Mg +2 

10-12,5 mg/mL 

Tigeciclina 

Qualquer 

CIM muito alta 

0 caldo CAMHB deve ser 
bem fresco (novo) 

O caldo fresco de CAMHB nao 
pode ter mais que 12h 
de preparagao. 
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Quadro 43.5 Guia para solucionar os problemas do CQ para os metodos que determinar a CIM. ( Continua^do ) 

Antimicrobiano Cepa referenda 

Observagao 

Causa do problema 

Comentario/agao 

Varios Qualquer 

Varias CIM 

Inoculo muito leve. 

Repetir utilizando escala 


muito baixas 

Erro na preparagao do 
inoculo 

de McFarland 0,5 do 
turbidimetro ou escala. 

Verificar a data de validade 
da escala e as condigoes 
de armazenamento se 
usar sulfato de bario ou 
padroes de latex. Verifique 
os passos de preparagao do 
inoculo e os procedimentos 
de inoculagao. Realize a 
contagem de colonias do 
controle de crescimento 




imediatamente apos a 
inoculagao e antes da 
incubagao (£. coli ATCC® 

25922 tern aproximadamente 

5 x 10 5 UFC/mL) 

Varios Qualquer 

Varias CIMs 

Inoculo muito denso 

Repetir utilizando escala 


muito altas 


de McFarland 0,5 do 
turbidimetro ou escala. 

Verificar a data de validade 
da escala e as condigoes 
de armazenamento se 
usar sulfato de bario ou 
padroes de latex. Verifique 
os passos de preparagao do 
inoculo e os procedimentos 
de inoculagao. Realize a 
contagem de colonias do 
controle de crescimento 




imediatamente apos a 
inoculagao e antes da 
incubagao (£. coli ATCC® 

25922 tern aproximadamente 

5 x 10 5 UFC/mL) 

Varios Qualquer 

Varias CIMs 

Possivelmente urn 

Verifique as leituras e use urn 


muito altas e 

erro de leitura e/ou 

lote novo. 


baixas 

transcrigao 



Fonte: Adaptado e referendado do documento do CLSI, M100-S24. 


■ CONTROLE DE QUALIDADE DE METODOS 
AUTOMATIZADOS 

Existem alguns equipamentos automatizados que reali- 
zam a identificagao e os testes de suscetibilidade da maioria 
dos microrganismos isolados em amostras clinicas. Com rela- 
gao a sensibilidade, as empresas utilizam paineis (cartoes) ou 
placas com numero limitado de concentrates preestabeleci- 


das. Essa metodologia oferece uma CIM aproximada, ja que 
existem apenas algumas concentrates para cada antimicro- 
biano. 

Com o passar do tempo, os sistemas de identificagao au- 
tomatizada se tornaram mais complexos, incorporando em 
seus paineis inumeras provas bioquimicas; com isso, houve 
a necessidade de aumentar os numeros de cepas de referen¬ 
da para verificar a reatividade positiva e negativa de todos 
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os componentes do sistema de identifica^ao. Devido a essa 
necessidade, nos Estados Unidos foi criado um orgao regu¬ 
lators que normatiza todos os sistemas de identifica^ao mi- 
crobiologico comercial (MIS), denominado CLIA (Clinical 
Laboratory Improvement Amendments). O CLIA regulariza 
os laboratories para testarem um controle positivo e negativo 
com amostras de controle biologico em todos os substratos e 
reagentes para os diferentes lotes e remessas. 

A Sociedade Americana de Microbiologia (ASM), em 
2005, depois de considerar essa questao, atraves da sugestao 
do Clinical Laboratory Improvement Advisory Commit¬ 
tee (CLIAC), realizou uma pesquisa em varios laboratories 
de microbiologia para determinar as taxas de falhas desses 
sistemas de identificagao comerciais. As taxas de falhas do 
controle de qualidade relacionadas a esses sistemas foram ex- 
tremamente raras, menores que 0,1%. 

A ASM apresentou os dados da pesquisa para o CLIAC e 
recomendou ao CLSI analisar esses dados e elaborar diretrizes 
relacionadas ao controle de qualidade apropriado ao sistema 
de identificagao comercial (CLSI M50-A). Este documento 
recomenda um esquema que inclui cepas de referenda ade- 
quadas que possibilitam detectar no MIS a degradagao de 
reagentes e substratos labeis. 

O sistema automatizado e extremamente agil na liberacao 
dos resultados; em alguns casos, o resultado e liberado em menos 
de seis horas. Essa agilidade em microrganismos um pouco mais 
fastidiosos, de dificil crescimento, pode ocasionar uma falsa sen- 
sibilidade ou falsa resistencia no teste de sensibilidade. 

O equipamento possui uma serie de manuten^oes. Alem 
da preventiva, que consiste em seguir um protocolo deter- 
minado pelo fabricante, existe a limpeza mensal do equipa¬ 
mento. Essa limpeza, de preferencia, deve ser realizada por um 
profissional treinado pelo fabricante. Com o equipamento, 
vem um turbidimetro, que ajusta a escala de turvagao para os 
cartoes (paineis) que serao inseridos na maquina. Esse turbi¬ 
dimetro e aferido diariamente com uma escala de McFarland, 
tambem fornecida pelo fabricante. 

O dispensador da salina usado para diluir os microrga¬ 
nismos precisa ser autoclavado ao menos uma vez por mes 
ou em cada reposi^ao da salina. O controle de esterilidade 
e muito importante, tambem conhecido como controle de 
pureza do inoculo. Esse controle e realizado com a suspensao 
bacteriana inserida no equipamento, ou seja, o colaborador 
seleciona um determinado microrganismo, sem tocar no iso- 
lado ao lado e, com o auxilio do turbidimetro, ajusta a escala 
de turvagao para este microrganismo e insere o cartao com 
a suspensao bacteriana dentro do equipamento. Quando essa 
suspensao sair do equipamento, uma pequena aliquota dessa 
solugao e semeada em um meio de crescimento, como, por 
exemplo, um meio cromogenico ou agar sangue. Com isso, 
no controle de pureza, ira crescer somente o isolado sele- 
cionado e, com certeza, o resultado do antibiograma ou da 
identificagao sera confiavel. Alem disso, consegue-se verificar 
a pureza da salina, pois, se o mesmo isolado aparecer em todos 
os controles de pureza, provavelmente, houve uma contami- 
nagao dessa salina. 


■ FREQUENCE DO CONTROLE DE 
QUALIDADE DE CARTOES DE 
IDENTIFICAQAO PELO METODO 
AUTOMATIZADO 

Para o controle de qualidade dos cartoes de identifica^ao, 
o fabricante do equipamento Vitek 2 da bioMerieux reco¬ 
menda as cepas de referenda apresentadas nos Quadros 43.6 
e 43.7. Nesses quadros pode-se observar dois tipos de vali- 
dagao, uma abrangente e uma simplificada. Segundo o CLIA, 
se o usuario do equipamento tiver realizado um estudo de 
verificagao para o sistema de identificagao comercial antes 
de setembro de 1992 e demostrado que o desempenho dos 
resultados (comportamento funcional) e comparavel com os 
do fabricante, o controle de qualidade verificado pelo usua¬ 
rio pode ser imediatamente implantado e a documentagao da 
verifica^ao do estudo deve ser avaliada. 

Aos usuarios que nao se qualifiquem para testes de 
controle de qualidade simplificado e exigido que executem 
testes de controle de qualidade abrangentes, o que englo- 
ba a demonstragao de reagao positiva e negativa para cada 
substrato de um produto de identificagao. Se o usuario nao 
fizer um estudo de verifica^ao como descrito acima, devera, 
ao menos, realizar um controle de qualidade abrangente em 
tres lotes diferentes oriundos de estagoes climaticas distintas. 
O controle simplificado e realizado semanalmente, em lotes 
diferentes e a cada nova remessa, de acordo com o documen¬ 
to do CLSI M50-A. 

■ FREQUENCE DO CONTROLE DE 
QUALIDADE DOS CARTOES DE 
SENSIBILIDADE PELO METODO 
AUTOMATIZADO 

De acordo com o CLSI, a frequencia periodica do con¬ 
trole de qualidade dos cartoes de sensibilidade e semanal e 
tambem a cada novo lote e remessa, utilizando as cepas de 
referenda mencionadas acima. Esse protocolo de controle de 
qualidade periodico somente podera ser realizado apos uma 
validagao diaria de tres testes individuais, com inoculos di¬ 
ferentes durante cinco dias consecutivos, totalizando quinze 
resultados, valida^ao descrita no documento do CLSI Ml 00- 
-S24. Quando houver uma mudanga de tipo de cartao tam¬ 
bem e preciso que seja feita essa validagao diaria, como, por 
exemplo, o painel utilizado para sensibilidade de levedura era 
AST-YS01 e o fabricante mudou para AST-YS07. 

Diferente dos metodos quantitativos, os resultados da va- 
lidagao sao interpretados pelo proprio equipamento. Como 
os metodos automatizados apresentam determinadas faixas de 
concentra^ao inibitoria minima, os limites de aceitabilidade 
das cepas de referenda sao defmidos pelo fabricante do equi¬ 
pamento. Porem, os criterios para validar e alterar a frequen¬ 
cia dos cartoes de sensibilidade de diaria para semanal sao os 
mesmos apresentados nos metodos quantitativos, fluxograma 
descrito na Figura 43.1. 
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Quadro 43.6 Cepas de referenda sugeridas pelo fabricante para o controle de qualidade dos cartoes de identificagao. 

Cartao VITEK 2 

Controle de qualidade abrangente 

Controle de qualidade simplificado 

ANC (identificagao 
de anaerobios) 

Bacteroides ovatus ATCC® BAA-1296 

Bacteroides vulgatus ATCC® 8482 

Clostridium perfringens ATCC® 13124 

Clostridium septicum ATCC® 12464 

Clostridium sordellii ATCC® 9714 

Corynebacterium striatum ATCC® BAA-1293 
Parabacteroides distasonis ATCC® BAA-1295 

Clostridium septicum ATCC® 12464 
Bacteroides ovatus ATCC® BAA-1296 

GN (identificagao 
de Gram- 
negativos) 

Acinetobacter baumannii ATCC® BAA-747 
Elizabethkingia meningoseptica ATCC® 13253 
Enterobacter hormaechei ATCC® 700323 

Klebsiella oxytoca ATCC® 700324 

Ochrobactrum anthropi ATCC® BAA-749 

Proteus vulgaris ATCC® 6380 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 9721 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® BAA-1744 

Shigella sonnel ATCC® 25931 

Stenotrophomonas maltophilia ATCC® 17666 

Enterobacter hormaechei ATCC® 700323 
Stenotrophomonas maltophilia ATCC® 

17666 

GP (identificagao 
de Gram- 
positivos) 

Enterococcus casseliflavus ATCC® 700327 

Enterococcus saccharolyticus ATCC® 43076 

Kocuria kristinae ATCC® BAA-752 

Listeria monocytogens ATCC® BAA-751 

Staphylococcus saprophyticus ATCC® BAA-750 
Staphylococcus sclurl ATCC® 29061 

Streptococcus egul spp. zooepidemicus ATCC® 43079 
Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619 
Streptococcus thermophilus ATCC® 19258 

Enterococcus casseliflavus ATCC® 700327 
Staphylococcus saprophyticus ATCC® 
BAA-750 

NH (identificagao 
de cepas 
fastidiosas) 

Eikenella corrode ns ATCC® BAA-11 52 

Aggregatlbacter aphrophilus ATCC® 33389 
Haemophilus Influenzae ATCC® 9007 

Neisseria gonorrhoeae ATCC® 19424 

Neisseria lactamica ATCC® 23970 

Oligella urethral is ATCC® 17960 

Enterobacter aerogenes ATCC® 13048 

Paenibacillus polymyxa ATCC® 7070 

Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228 

Eikenella corrodens ATCC® BAA-11 52 

YST (identificagao 
de leveduras) 

Candida albicans ATCC® 14053 

Candida g lab rata ATCC® MYA-2950 

Candida lusitaniae ATCC® 34449 

Candida utilis ATCC® 9950 

Kloeckera japonica ATCC® 58370 

Prototheca wickerhamii ATCC® 16529 

Sporobolomyces salmonicolor ATCC® MYA-4550 
Trlchosporon mucoides ATCC® 204094 
Zygosaccharomyces bailil ATCC® MYA-4549 

Oligella ureolytlca ATCC® 43534 

Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228 

Candida albicans ATCC® 14053 


Fonte: Adaptado e referendado pelo fabricante do equipamento. 
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Quadro 43.7 Cepas de referenda sugeridas pelo fabricante para o controle de qualidade dos cartoes de sensibilidade. 

Cartao VITEK 2 

Controle de qualidade - Cartoes AST 

AST-N104 

AST-N105 

AST-N238 

AST-N239 

(sensibilidade para Gram-negativos) 

Escherichia coli ATCC® 25922 

Escherichia coli ATCC® 35218 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 

Klebsiella pneumoniae spp. pneumoniae ATCC® 700603 

AST-P585 e P-612 
(sensibilidade para Gram-positivos) 

Enterococcus faecalis ATCC® 29212 

Enterococcus faecalis ATCC® 51299 

Staphylococcus aureus ATCC® 29213 

Staphylococcus aureus ATCC® BAA-1026 

Staphylococcus aureus ATCC® BAA-976 

Staphylococcus aureus ATCC® BAA-977 

AST-YS01 e AST-YS07 
(sensibilidade para leveduras) 

Candida parapsilosis ATCC® 22019 

Candida krusei ATCC® 6258 


Fonte: Adaptado e referendado pelo fabricante do equipamento. 


Vale ressaltar os principals problemas encontrados nos me- 
todos automatizados que podem ocasionar controle de quali- 
dade fora dos limites de aceitabilidade. Encontra-se em anexo 


um guia para solucionar esses problemas; nesse quadro estao 
presentes criterios que causam falhas no controle de qualidade 
de paineis de identificagao e sensibilidade (Quadro 43.8). 


Quadro 43.8 

Guia para solucionar as falhas do controle de qualidade dos metodos automatizados. 

Para metro 
processual 

Subparametro 

Criterios para verificagao (quando aplicavel) 

Cultura 

Manutengao 

Quantas subculturas foram realizadas antes de usar para o teste? Se vier de um 
estoque congelado ou liofilizado, devem ser feitas pelo menos duas subculturas. 
Consulte as recomendagoes do fabricante para instrugoes especificas. 



Quanto tempo as subculturas estao estocadas? Consulte as recomendagoes do 
fabricante para verificar se as subculturas sao armazenadas em temperatura ambiente 
ou refrigeradas. 


Meio de 
isolamento 

Foi utilizado o tipo de meio correto? Embora muitos meios de cultura possam ser 
permitidos para os testes normais, recomendagoes do controle de qualidade podem 
ser mais restritivas. Verifique as recomendagoes do fabricante. 



A cultura ou meio de isolamento estao contaminados? 



O meio de isolamento esta vencido? 



O meio de cultura foi comprado de um representante comercial ou e produzido 
in house. Se for produzido in house, as instrugoes foram seguidas corretamente para 
a formulagao, pH e esterilidade? 


Temperatura 

As temperaturas de armazenamento e incubagao estao na faixa? 


Tempo 

O tempo de armazenamento e incubagao esta na faixa? 


Atmosfera 

As culturas foram incubadas e estocadas em atmosfera correta (por exemplo: 
aerobiose, anaerobiose, 3% a 5% de C0 2 ). 


Colonias 

Elas estao isoladas e puras? 


(Continua) 
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Quadro 43.8 Guia para solucionar as falhas do controle de qualidade dos metodos automatizados. ( Continua^ao ) 

Para metro 
processual 

Subparametro 

Criterios para verificagao (quando aplicavel) 

Inoculo 

Diluente 

Foi verificada a esterilidade? 



Foi usado o diluente correto? (por exemplo, agua ou salina) 



A concentragao da salina esta correta? 



Caso seja salina fisiologica, tenha certeza de que nao ha a adigao de glicose. 



0 pH esta correto? Por exemplo, urn vidro novo e sujo de boro silicato pode 
aumentar o pH para fora dos limites. 


Turbidez 

A calibragao do instrumento foi verificada com urn padrao conhecido? 


- Metodo 
automatizado 

A calibragao padrao esta no prazo de validade? 



As instrugoes do fabricante foram seguidas para ajustar o tipo de tubo adequado 
para o instrumento, isto quando aplicavel? 



Caso seja recomendado, a linearidade pode ser ajustada para transmissao de 0% e 

100%? 


Suspensao 

A suspensao foi bem homogeneizada sem aglomerados? Deve-se tomar cuidados 
para alcangar uma suspensao uniforme em organismos aglomerados, filamentosos 
e mucoides. Isso pode ser feito esmagando o inoculo contra a superficie interna do 
tubo antes de entrar em contato com o liquido. Misturando gradativamente o liquido 
com o inoculo, ira formar uma suspensao uniforme. Se os aglomerados nao puderem 
ser evitados, deixe que se separem e retire a porgao uniforme da suspensao e coloque 
em urn novo tubo. 


Idade da 
suspensao 

A idade da suspensao esta na faixa? Manter a suspensao muito velha pode diminuir a 
viabilidade ou degradar as enzimas pre-formadas. 


Tempo de 
medigao - 
para medigao 
automatica de 
turvagao 

A suspensao pode ser medida diretamente apos a sua preparagao, enquanto estiver 
bem misturada. Se a medigao foi atrasada, a suspensao foi misturada novamente? 
Quando se demora para medir a turvagao, pode haver precipitagao das celulas e, 
com isso, ocasionar falsas leituras (altas), devido a varias celulas interferindo na 
leitura optica. 


Metodo 

0 MIS esta intacto? Foi danificado de alguma forma antes do uso? 


automatizado 

0 volume dispensado foi correto? Por exemplo, se for preenchimento a vacuo, 
verifique o tubo do inoculo, que deve estar quase vazio. 

Incubagao MIS 

Temperatura 

0 MIS foi incubado em temperatura correta? 


Tempo 

0 tempo de incubagao foi adequado? 


Tempo entre 
preparo do 
inoculo e 
incubagao 

0 produto foi incubado logo apos a sua preparagao? 0 prazo entre a preparagao e 
a incubagao afetou o resultado do QC? 0 guia do fabricante pode ser usado para 
definir o tempo que pode ser esperado apos a preparagao do inoculo. 

Interpretagao 

Autoteste 

As manutengoes do equipamento sao realizadas como recomendado? 

automatica 

MIS 


E verificada a calibragao optica? 


0 Continua ) 
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Quadro 43.8 

Guia para solucionar as falhas do controle de qualidade dos metodos automatizados. (Continuagao) 

Para metro 
processual 

Subparametro 

Criterios para verificagao (quando aplicavel) 

Interpretagao 

Teste de adigao 

Foi usado no teste reagente recomendado pelo fabricante? 

automatica 

MIS 

de reagente 

0 reagente esta venddo? 


Os reagentes foram estocados em condigoes adequadas? 



0 reagente esta descolorido ou apresenta particulas de material? Se sim, o fabricante 
advertiu o seu uso? 



A manutengao do equipamento e feita como recomendada? 



Foi verificada a calibragao optica? 



Todas as linhas de fornecimento estao limpas e desobstruidas de precipitados? 

Cepas de 

Manutengao da 

As subculturas repetidas podem causar expressoes fenotipicas diferentes. Reteste o 

referenda 

cultura 

controle de qualidade problematico com uma cepa de referenda do estoque e siga as 
instrugoes do fabricante para manutengao das culturas antes de repetir o teste. 


Geral 

Contacte o fabricante para informagoes adicionais. 


Fonte: Dados do quadro enviado pelo autor. 


Finalizando, um aspecto que chama a atengao na rotina 
laboratorial e que, na realizagao de tantos controles, eventual- 
mente se perde a nogao do todo e dos aspectos que consis- 
tentemente podem estar alterando o desempenho da rotina. 


Para tanto, sugere-se que o laboratorio reuna os seus princi¬ 
pals controles com respectivos desempenhos para mais pron- 
tamente agir com melhorias. No Quadro 43.9, apresenta-se 
um modelo para isso. 


Quadro 43.9 Modelo de avaliagao global mensal do controle de qualidade. 


Mes 



Teste 

Frequencia 

Numero de execugoes % erros corretos 

lo 

Inspegao visual de meio de cultura 

Lote 


2° 

Validagao de meios de cultura com ATCC 

Lote 


3° 

Cartao de identificagao do VITEK 

Lote 


4° 

Cartao de suscetibilidade do VITEK 

Semanal 


5° 

Cartao de suscetibilidade do VITEK 

Lote 


6° 

Turbidez para preparagao do inoculo 

Diario 


7° 

Gram 

Diario 


8° 

Ziehl Neelsen 

Diario 


9° 

Testes rapidos 

Lote 


10° 

Testes de aglutinagao 

Lote 


11° 

Fitas de E test 

Mensal 


12° 

Fitas de E test 

Lote 


13° 

Disco-difusao e agar screening 

Semanal 



Analise dos problemas: 


Fonte: Dados do quadro enviado pelo autor. 
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Complexo Entamoeba Histolytica!Entamoeba Dispar 


Jose Mauro Peralta Regina Helena Saramago Peralta 


■ INTRODUCED 

O genero Entamoeba e um dos generos de protozoarios 
de importancia medica que parasitam o homem. Seis espe- 
cies deste genero podem ser encontradas em fezes humanas: 
E. histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E. polecki, E. coli e E. 
hartmanni. No entanto, apenas a E. histolytica e considerada 
patogenica e agente etiologico da amebiase, capaz de causar 
lesoes intestinais e extraintestinais (WHO, 1997; Fotedar e 
col., 2007b). A E. dispar, apesar de nao ser capaz de causar le¬ 
soes em humanos, apresenta cepas que demonstram um perfil 
potencialmente patogenico. Estas cepas sao capazes de causar 
lesoes em figado e intestino que, algumas vezes, sao indistin- 
guiveis das lesoes produzidas pela E. histolytica (Costa e col., 
2006; Guzman-Silva e col. 2013; Oliveira e col., 2015). 

A classificagao taxonomica da E. histolytica e reino Pro¬ 
tista, filo Sarcomastigofora, subfilo Sarcodina, superclasse 
Rhizopoda, classe Lobosea, subclasse Gymnamoebia, ordem 
Amoebida, subordem Tubulina e familia Entamoebidae 
(Tanyuksel & Petri, 2003). 

A E. histolytica e um dos principais agentes responsaveis 
por infecgoes diarreicas e outras manifesta^oes clinicas mais 
graves, com estimativas de 50 milhoes de casos de amebia¬ 
se em habitantes de areas endemicas, causando de 40.000 a 
110.000 mortes anualmente. Essas estimativas indicam que 
a amebiase e a segunda maior causa de morte por doen^as 
parasitarias (Ali e col., 2008). No entanto, os dados epidemio- 
logicos relacionados a infec^ao por E. histolytica estao sendo 
reavaliados, visto que a maior parte dessas informagoes foi 
obtida por meio da microscopia optica e antes da separagao 
formal da E. histolytica em duas especies morfologicamente 
identicas (Beck e col., 2008; Fotedar e col., 2007a). Essa re- 
classifica^ao inferiu a necessidade de ferramentas molecula- 
res para a acurada diferenciagao das especies, indicando que 
muitas infec^oes associadas a esse parasito podem estar rela- 
cionadas a presenga de E. dispar (WHO, 1997). A prevalencia 
da E. dispar e pouco conhecida e se especula que deva ser a 


responsavel pela maior parte das infec^oes que eram associa¬ 
das a E. histolytica. 

No Brasil, a amebiase e uma importante causa de morbi- 
dade. A E. histolytica e mais prevalente em Manaus, com 6,8% 
da populagao infectada, em Fortaleza (14,9% da populagao 
carente) e em Belem, com 29,5% dos individuos da area me- 
tropolitana. Nas demais areas do pais, estudos tern demons- 
trado uma maior prevalencia de E. dispar. Em Pernambuco, 
Belo Horizonte, Salvador e Rio de Janeiro, apenas a E. dispar 
tern sido detectada (Santos e col., 2007; Oliveira e col., 2015). 

■ MORFOLOGIA 

A E. histolytica e a E. dispar sao duas especies morfolo¬ 
gicamente identicas, por isso foi sugerido pela Organizagao 
Mundial da Saude que a presenga de estruturas caracteris- 
ticas dessas especies fossem relatadas como complexo E. 
histolytica/E. dispar em resultados de exames parasitologicos 
de fezes, metodo realizado por meio da microscopia optica 
(WHO, 1997). Atualmente, a E. moshkovskii tambem e con¬ 
siderada por alguns autores como uma especie morfologi¬ 
camente identica a E. histolytica. Essas tres especies existem 
em duas formas morfologicas: o cisto e o trofozoito. O cisto 
apresenta um diametro entre 10 e 15 pm, contem um a dois 
nucleos em seu estado imaturo e quatro em seu estado madu- 
ro (Figura 44.1). Na Colorado permanente podem ser vistos 
os corpos cromatoides no citoplasma em forma de bastonetes 
com as extremidades arredondadas. O trofozoito, por outro 
lado, e uma estrutura fragil que apresenta um unico nucleo e 
motilidade atraves da formagao de pseudopodes; esse estagio 
do parasito tern um tamanho medio que varia de 15 a 20 pm, 
mas pode alcangar ate 60 pm. O citoplasma e diferenciado 
em ectoplasma hialino e endoplasma fmamente granuloso 
(Figura 44.2 A e B). A membrana nuclear e revestida de gra- 
nulos cromaticos distribuidos de forma regular. O nucleo 
tanto do cisto como do trofozoito tern cariossoma pequeno 
e central, ou ligeiramente excentrico. 
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Figura 44.1 Cisto do complexo E. histolytica/E. dispar corado 
pelo Lugol (Imagem capturada no Laboratorio de Parasitologia do 
Hospital Universitario Antonio Pedro - UFF). 



Figura 44.2 Trofozoitos do complexo E. histolytica/E. dispar: (A) 
Corado pelo Lugol. Objetiva de 40 X. Notar a diferen^a entre ecto- 
plasma hialino e endoplasma granuloso. (B) Corado pelo tricromico. 

Objetiva de 100x - escala ocular: fator de multiplicagao 1. 

Fonte: http://www.parasitologiadinica.ufsc.br. 


■ CICLO BI0L0GIC0 E TRANSMISSAO 

O ciclo biologico de E. histolytica se inicia atraves da in- 
gestao dos cistos maduros tetranucleados, que constituem a 
forma infectante do parasito. Essa estrutura e transportada pelo 
trato digestorio ate alcan^ar a regiao terminal do lleo, onde 
passa por um processo de excisao, originando oito trofozoi¬ 
tos. Os trofozoitos sao maiores e mais ativos, se alimentando 
e podendo multiplicar-se por fissao binaria indefmidamente 
na luz do intestino grosso. Esses parasitos sao tambem capazes 
de aderir as celulas epiteliais presentes na mucosa do intestino 
e invadir o tecido. Em determinado momento da infec^ao, 
os trofozoitos passam a se modificar para constituir a forma 
pre-cistica. No processo de encistamento, a celula reduz sua 
atividade e tamanho, ocorrem alteragoes no citoplasma e sao 
verificados numerosos depositos de glicogenio, que vao de- 
saparecendo ao longo do processo. Um envoltorio resistente 
e formado em torno da celula e ocorrem duas divisoes do 
nucleo, originando um cisto maduro tetranucleado, que e ex- 
cretado do organismo hospedeiro e pode resistir de semanas a 
meses no meio ambiente. 

A transmissao geralmente ocorre atraves da ingestao de 
agua ou alimentos contaminados, mas a transmissao pessoa 
a pessoa tambem tern sido relatada. Outra possibilidade de 
transmissao e por via zoonotica, principalmente relaciona- 
da a animais domesticos devido ao contato proximo com os 
humanos. 

■ PATOGENIA E ASPECT0S CUNIC0S 

Na luz do intestino grosso, os trofozoitos da E. histolytica 
se locomovem por pseudopodes que puxam o restante da 
celula e permitem tambem a fagocitose de nutrientes e he- 
macias. Esses parasitos sao tambem capazes de aderir as celulas 
epiteliais presentes na mucosa do intestino e, a partir disso, 
invadir o tecido. A invasao do tecido ocorre atraves das lesoes 
causadas pela interagao do tecido com os trofozoitos, que, se 
forem demasiadamente profundas, permitem que essas celulas 
alcancem a corrente sanguinea e sejam carreadas para outros 
locais, gerando lesoes em outros orgaos, principalmente figa- 
do, mas tambem pulmoes e cerebro, constituindo uma ame- 
biase extraintestinal (Haque e col., 2010). 

Os mecanismos de patogenia da especie E. histolytica sao 
os responsaveis pela invasao do tecido do hospedeiro, um pro¬ 
cesso complexo que envolve varias moleculas e abrange varios 
estagios. Esse conjunto de moleculas inclui a lectina ligante de 
galactose e a N-acetil-D-galactosamina (Gal/GalNAc lecti¬ 
na), proteinas formadoras de poro e as cisteina proteinases. A 
Gal/GalNAc lectina e uma molecula de superficie do parasito 
que se liga especificamente a residuos de galactose e N-acetil- 
-galactosamina presentes na membrana das celulas epiteliais, 
promovendo aderencia e constituindo um importante fator 
de virulencia, visto que essa aderencia desencadeia uma cas- 
cata de moleculas sinalizadoras para a produgao e liberagao de 
outros fatores de patogenicidade. Um modelo proposto para 
a invasao da mucosa do hospedeiro sugere que o processo 
come^a com o contato e ligagao do trofozoito, mediado pela 
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Gal/GalNAc lectina, seguida pela morte da celula do hos- 
pedeiro, por pelo menos dois mecanismos ja identificados: a 
permeabilizagao atraves dos amebaporos e a indugao de apop- 
tose. As celulas apoptoticas sao geralmente fagocitadas pelo 
trofozoito. As cisteina proteinases secretadas desorganizam a 
matriz, possibilitando a invasao e facilitando a difusao lateral 
do parasito dentro da mucosa. No final do processo de invasao, 
as celulas do hospedeiro tem um papel importante para per- 
mitir esse processo, secretando citocinas, como, por exemplo, 
a interleucina-8 (IL-8), que atraem neutrofilos e macrofagos. 
Na corrente sanguinea, o trofozoito interage com o sistema 
complemento, e varias moleculas da superficie do parasito sao 
responsaveis por resistir a esse ataque, como os complexos li- 
pofosfopeptideoglicanos, a peroxiredoxina, inumeras proteases 
e a Gal/GalNAc lectina (Garcia, 2007). Esses mecanismos sao 
determinados por fatores geneticos da cepa de E. histolytica , 
contribuindo para a virulencia da cepa e, consequentemen- 
te, sua capacidade de provocar lesao no tecido. No entanto, a 
ocorrencia de doenga invasiva nao e apenas determinada pela 
virulencia da cepa. Fatores geneticos do hospedeiro tambem 
podem contribuir para uma maior ou menor suscetibilidade a 
lesao provocada pelo parasito. 

A E. dispar e descrita como nao patogenica ou nao in¬ 
vasiva por alguns estudos. As duas especies de amebas tem 
aproximadamente os mesmos genes que codificam a maioria 
dos fatores de virulencia. Entretanto, a E. dispar secreta uma 
quantidade 10 a 1.000 vezes menor de cisteina proteases do 
que a E. histolytica , e a Gal/GalNAc lectina da E. dispar tem 
uma capacidade reduzida de adesao e de citotoxidade quando 
testada in vitro. 

A infecgao intestinal pelo complexo E. histolytica/E. dis¬ 
par e assintomatica em 90% dos casos, podendo resultar mais 
tardiamente em colite amebiana ou complicates mais gra¬ 
ves, alem de a condi^ao de portador assintomatico favorecer 
a transmissao de cistos infectantes do parasito. Os outros 10% 
da populagao de individuos infectados apresenta amebiase sin- 
tomatica, com lesoes intestinais e, eventualmente, em outros 
orgaos. Acredita-se que a maioria dos casos assintomaticos se 
deve a infec^ao por E. dispar , mas casos assintomaticos tambem 
sao observados em infecgao com a E. histolytica. A amebiase 
intestinal e a mais incidente, podendo apresentar quatro formas 
clinicas geralmente agudas: disenteria, colite fulminante, apen- 
dicite amebiana e ameboma do colon. A disenteria amebiana 
representa 90% dos casos de amebiase intestinal e se caracteriza 
por dor abdominal, leucocitose discreta e evacuates frequen- 
tes. A febre, geralmente ausente, ocorre em menos de 40% dos 
casos. As evacuates, em principio, caracterizam uma diarreia 
aquosa, mas rapidamente evoluem para disenteria, com elimi- 
nagao de muco e sangue. Os sintomas mais graves podem se 
atenuar entre 4 e 5 dias e a doenga passar para uma fase croni- 
ca ou subaguda. A colite amebiana cronica se caracteriza por 
crises diarreicas que duram poucos dias e sao intercaladas por 
penodos longos sem sintomas, mas pode evoluir para a forma 
fulminante, que e um quadro grave com profusa diarreia mu- 
cossanguinolenta e atinge principalmente mulheres gravidas, 
pacientes imunocomprometidos e pacientes que fazem uso de 
corticosteroides. Outra forma preocupante de amebiase intes¬ 


tinal e a formagao de amebomas, que podem causar sintomas 
obstrutivos, passiveis de serem confundidos com carcinomas. A 
mortalidade e superior a 40% nestas formas graves da amebiase. 

Na amebiase extraintestinal a forma hepatica e a mais 
comum da doen^a, com lesoes no figado evidentes em um 
tergo dos casos fatais de amebiase. Os abcessos hepaticos ame- 
bianos surgem devido a difusao hematogenica dos trofozoitos 
pela circulagao porta. Os sinais clinicos podem surgir com 
hepatomegalia, febre, calafrios, nauseas, suores, fraqueza, vo- 
mitos, perda de peso e dor. A amebiase pleuropulmonar e 
uma manifestagao extraintestinal que ocorre em 2% a 3% dos 
casos de doenga invasiva e frequentemente esta associada ao 
abcesso hepatico, como uma lesao secundaria. Ha tambem 
ocorrencias mais raras como as lesoes cerebrais, que podem 
ser confundidas com abcessos piogenicos ou serem comple- 
tamente inespecificas, tornando o diagnostico bastante dificil 
a nao ser que haja antecedentes amebianos em outros orgaos. 

Todas as infecgoes pela ameba E. histolytica devem ser 
tratadas, mesmo na ausencia de sintomas, devido ao potencial 
risco de complicates futuras e de dissemina^ao da ameba 
para os membros da familia. Para tratamento das formas agu¬ 
das e cronicas da amebiase intestinal e extraintestinal reco- 
menda-se o uso de medicamentos que podem ser agrupados 
em duas classes, de acordo com o sitio de agao: amebicidas 
luminais, que atuam na luz do intestino, e amebicidas tissula- 
res que atuam nos tecidos invadidos pelo parasita. 

Os amebicidas luminais, principalmente as dicloraceta- 
midas, sao pouco absorvidas pela mucosa intestinal e sua agao 
limita-se a cavidade do intestino: atuam sobre os trofozoitos 
que estao na luz do tubo digestivo, mas nao destroem seus 
cistos. Esses medicamentos apresentam baixa toxicidade para 
o homem e nao tem contraindicagoes, podendo provocar 
flatulencia como unico efeito colateral. Entre os mais usa- 
dos destacam-se:Teclosan; Etofamida; Fluorato de diloxami- 
da ou Furamida; Clefamida; Paramomicina e o Iodoquinol. 
Dependendo da droga utilizada, recomenda-se de tres a seis 
comprimidos por dia, por cinco a dez dias para adultos. Para 
as criangas, sao indicadas suspensoes com dosagens menores. 
Os amebicidas tissulares sao absorvidos pelo intestino, agem 
sobre os parasitas encontrados nos tecidos e sao as drogas uti- 
lizadas no tratamento das formas sintomaticas da amebiase. 
Os derivados de Nitroimidazois sao os quimioterapicos mais 
utilizados entre os amebicidas teciduais para o tratamento das 
formas invasivas. Entre eles, destacam-se: Metronidazol,Tini- 
dazol, Ornidazol e Nimorazol ou Nitrimidazina. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 
Exame parasitologico de fezes 

O diagnostico laboratorial da amebiase foi realizado du¬ 
rante muito tempo apenas pelo exame parasitologico de fezes 
(EPF), um metodo que utiliza a microscopia optica, no qual 
e realizada a pesquisa de formas evolutivas do complexo E. 
histolytica/E. dispar no sedimento fecal (Figuras 44.1 e 44.2 A 
e B). Essa pesquisa pode ser realizada em amostras frescas ou 
conservadas, utilizando metodos de concentragao dos cistos 


capitulo 44 


483 



Tratado de Analises Clinicas 


e trofozoitos, como o metodo de Faust e cols, e o metodo de 
Ritchie. Algumas colora^oes do sedimento fecal sao utiliza- 
das para melhorar a visualizagao das formas evolutivas, como 
a hematoxilina ferrica e a tricromica. Por esse metodo de 
colora^ao, apenas a visualiza^ao de trofozoitos contendo he- 
macias fagocitadas e capaz de identificar a especie patogenica, 
visto que apenas a E. histolytica e capaz de causar lesoes no 
hospedeiro e, consequentemente, a doenga invasiva (WHO, 
1997;Tanyuksel & Petri, 2003). No entanto, essa e uma ca- 
racteristica raramente encontrada em amostras clinicas. Atual- 
mente, muitos autores indicam a E. moshkovskii como uma 
especie morfologicamente identica a E. histolytica e E. dispar, 
sugerindo a existencia do complexo E. histolytica/E. dispar/E. 
moshkovskii , que deve ser diferenciado (Fotedar e col., 2007a; 
Hamzah e col., 2010). A existencia de outras especies desse 
genero que apresentam morfologia semelhante tambem tern 
demonstrado ser um fator responsavel por resultados equi- 
vocados. Cistos imaturos de E. coli e estruturas maximizadas 
de E. hartmanni podem ser identificados erroneamente como 
E. histolytica , assim como cistos retraidos de E. histolytica tam¬ 
bem podem ser facilmente confundidos com E. hartmanni. 
Alem disso, a tecnica de EPF apresenta uma sensibilidade 
baixa, variando de 10% a 60% (Santos e col., 2007; Santos 
e col., 2013; Gomes e col., 2014). Fatores que influenciam 
nessa baixa sensibilidade sao as condigoes de preservagao da 
amostra clinica, o nivel de proficiencia dos profissionais que 
realizam a tecnica e a intermitencia da eliminagao dos cistos 
pelo hospedeiro. 

Nos casos de amebiase extraintestinal, pode-se pesquisar 
os trofozoitos da E. histolytica em materiais como escarro, vo- 
mitos e secregao puncionada de abcesso hepatico. A pesquisa 
microscopica deve ser feita com material a fresco e corado 
com hematoxilina ferrica ou tricromico. 

Metodos imunologicos 

Tecnicas capazes de identificar caracteristicas antigenicas e 
geneticas de E. histolytica tern sido desenvolvidas como novas 
ferramentas de diagnostico, na tentativa de distinguir E. histolytica 
das demais amebas nao patogenicas. A importancia do diagnosti¬ 
co correto reside nao apenas em dados epidemiologicos confia- 
veis, mas tambem evita o tratamento desnecessario em pacientes 
erroneamente diagnosticados com amebiase e permite o diag¬ 
nostico e tratamento correto nos casos sintomaticos. 

Varios testes diagnosticos para detectar antigenos em 
materiais biologicos, como fezes, soro, fluido de abcesso e 
saliva, tern sido descritos. A detec^ao de antigenos em fezes, 
por exemplo, e tao sensivel e especifica quanto a cultura e a 
analise de isoenzimas. Alguns ensaios usam anticorpos poli- 
clonais capazes de se ligar a antigenos comuns a E. histolytica 
e E. dispar , logo sendo incapazes de diferenciar a especie. A 
utilizagao de anticorpos monoclonais nesses ensaios permitiu 
a detec^ao de estruturas especificas de E. histolytica devido a 
pequenas diferengas que foram encontradas entre moleculas 
dessas duas especies, como ocorre com a Gal/GalNAc lectina, 
que e geralmente o antigeno mais pesquisado. Esses ensaios 
podem ser feitos por intermedio de fitas imunocromatogra- 


ficas ou por ensaio imunoenzimatico (ELISA), e apresentam 
vantagens se comparados com outros metodos usados para 
o diagnostico de amebiase. Algumas dessas vantagens sao: a 
boa sensibilidade e especificidade, a disponibilidade de testes 
capazes de detectar o complexo E. histolytica/E. dispar e de 
testes especificos para E. histolytica , sua rapidez e a facilidade 
do metodo (Fotedar e col. 2007b; Santos e col., 2007). 

Testes imunologicos para a detec^ao de anticorpos para a 
identificagao da infecgao por E. histolytica podem ser ferramen¬ 
tas de auxilio numa perspectiva diagnostica em paises onde a 
infec^ao pelo parasito nao e endemica. Alguns testes ja foram 
padronizados com a proposta de detectar anticorpos especifi¬ 
cos para antigenos de superficie de E. histolytica , conseguindo, 
desta forma, fazer a importante distingao entre E. histolytica e 
E. dispar, alem de serem mais sensiveis que o exame parasito- 
logico de fezes. A sua utilizagao e destinada principalmente a 
pacientes com suspeita de amebiase extraintestinal. O carater 
agressivo da doenga invasiva proporciona o contato dos para- 
sitos com moleculas sistemicas responsaveis por processos de 
inflamagao e apresentagao de antigenos para a construgao de 
uma resposta imunologica especifica do organismo hospedei¬ 
ro, apresentando anticorpos especificos detectaveis no soro, o 
que facilita o diagnostico da doenga quando os individuos nao 
mais apresentam parasitos detectaveis nas fezes. Em pacientes 
com abcesso hepatico amebiano, a sensibilidade da detecgao de 
anticorpos no soro, por exemplo, e de aproximadamente 100%. 
Um dos testes empregados e a detec^ao de anticorpo IgG anti- 
-Gal/GalNAc lectina, devido a ser uma proteina da superficie 
do parasito (Fotedar e col. 2007b). 

Tecnicas moleculares - PCR 

Durante a ultima decada houve um desenvolvimento im¬ 
portante nos metodos baseados em biologia molecular para 
detec^ao e diferencia^ao das especies do genero Entamoeba. 
Varios trabalhos padronizando diferentes ensaios da reagao 
em cadeia da polimerase (PCR) na diferenciagao do com¬ 
plexo j a sao descritos na literatura, utilizando diferentes genes 
alvos, como o 18S rRNA, o que codifica para um antigeno 
de 30 kDa, proteina rica em serina, chitinase, hemolisina e 
o DNA circular extracromossomial. Atualmente algumas va- 
riagoes da tecnica de PCR sao descritas e utilizadas tambem 
na diferencia^ao das especies do genero Entamoeba, princi¬ 
palmente os metodos multiplex, que detectam mais de uma 
sequencia de DNA em uma unica reagao. Com relagao ao 
diagnostico da amebiase, tern sido possivel padronizar este 
tipo de rea^ao para diferenciar principalmente E. histolytica 
de E. dispar, empregando iniciadores direcionados para os di¬ 
ferentes genes acima descritos ((Nunez e col., 2001). Alem 
da Multiplex-PCR convencional, tecnicas de PCR em tem¬ 
po real empregando diferentes detectores (SYBR Green, 
TaqMan, Light Cycler) e sistema Luminex tambem foram 
descritas e demonstraram eficacia no diagnostico diferencial 
da amebiase (Qvarnstrom e col., 2005; Hamzah e col., 2010; 
Haque e col., 2010; Santos e col., 2010; Santos e col., 2013; 
Gomes e col, 2014).Estudos que avaliaram os testes de detec- 
gao de antigeno e a PCR (PCR convencional, PCR-SHELA 
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e PCR em tempo real) concluiram que estes sao adequados 
para o diagnostico e que a escolha depende das condigoes 
economicas e do tempo requerido para a resposta diagnostica. 

Cultura 

Os meios de cultivo para E. histolytica/E. dispar podem 
ser: xenicos, com presenga de flora bacteriana mista associada; 


monoxenico, com presenga de um microrganismo associa- 
do; e axenico, isento de bacterias ou outros microrganismos 
associados no cultivo. O cultivo in vitro tern possibilitado o 
estudo de bioquimica, imunologia, produgao de antigenos e 
anticorpos monoclonais e policlonais, caracterizagao isoenzi- 
matica de isolados, virulencia e testes de sensibilidade in vitro 
para triagem de novos medicamentos. 


Amebas Nao Patogenicas do Intestino 


Lenilza Mattos Lima 


■ INTRODUgAO 

Entamoeba coli , Entamoeba hartmanni , Endolimax nana e 
Iodamoeba butschlii sao amebas geralmente consideradas nao 
patogenicas, ditas comensais do intestino grosso, e se locomo- 
vem por pseudopodes. Todas tern distribuigao mundial, sen- 
do mais frequentemente encontradas em regioes tropicais e 
subtropicais. A presenga dessas amebas comensais nos exames 
de fezes serve como indicador da exposi^ao dos individuos a 
contaminagao fecal de alimentos ou da agua, nao se exluindo 
a presenga de outros parasitos, pois compartilham os mesmos 
meios de transmissao dos parasitos patogenicos. A Entamoeba 
polecki e uma ameba primaria de porcos e macacos, mas tam- 
bem e encontrada no intestino humano, sendo usualmente 
considerada como parasito comensal. As infecgoes humanas 
sao raras, e sao mais prevalentes em areas onde as pessoas tern 
contato com os animais. Alguns casos sintomaticos com fezes 
diarreicas devido a E. polecki foram relatados, com melhoras 
apos o tratamento, mas a possibilidade de causar sintomas ain- 
da e conflitante entre os autores. 

Os cistos e trofozoitos destas especies sao eliminados nas 
fezes. A colonizagao das amebas nao patogencias ocorre apos 
a ingestao de cistos maduros presentes nos alimentos ou agua 
contaminados com residuos fecais, e tambem nas maos con- 
taminadas. O excistamento ocorre no intestino delgado com 
libera^ao dos trofozoitos que migram para o intestino grosso. 
Os trofozoitos se multiplicam por divisao binaria e produzem 
cistos. Por causa da protegao conferida por suas paredes celu- 
lares, os cistos podem sobreviver dias a semanas no ambiente 
externo e sao responsaveis pela transmissao. Os trofozoitos 
eliminados nas fezes sao rapidamente destruidos e, se ingeri- 
dos, nao sobrevivem a exposi^ao no meio gastrico. 

O diagnostico laboratorial e feito pela identificagao de 
cistos e trofozoitos nos exames parasitologicos de fezes, por 
meio de tecnicas de concentra^ao e de Colorado pelo Lu- 
gol e esfrega^os permanentes corados (hematoxilina ferrica e 


tricromico). Os cistos normalmente sao encontrados em 
fezes formadas e pastosas, enquanto os trofozoitos sao en¬ 
contrados em fezes diarreicas e, ocasionalmente, em fezes 
pastosas. 

Entamoeba coli 

Os cistos geralmente sao esfericos, mas podem estar ova- 
lados, e medem de 10 a 35 pm de tamanho. Apresentam um 
a oito nucleos, podendo ter dezesseis ou mais nucleos, com 
cariossoma grande e usualmente excentrico (Figura 44.3). 
Corados pelo Lugol, o citoplasma tern tonalidade amarela, 
e os corpos cromatoides, quando presentes, sao filamento- 
sos, com extremidades afiladas. O citoplasma dos cistos pode 
conter vacuolo de glicogenio de forma difusa. E preciso fazer 
o diagnostico diferencial com Entamoeba histolytica/E.dispar 
por meio da morfologia e do numero de nucleos nos cistos. 

Os trofozoitos medem de 15 a 50 pm de tamanho, 
com media de 20 a 25 pm. Emitem pseudopodes lentos, 
mais curtos e grossos. Nas preparagoes permanentes cora- 
das (tricromico), o nucleo e grande, apresenta cariossoma 
grande e excentrico, com cromatina periferica grosseira 
e distribuida de forma irregular na membrana nuclear. 
O citoplasma nao e diferenciado em ecto e endoplasma, 
apresenta granulagao grosseira e tern vacuolos que podem 
conter bacterias (Figura 44.4). 

Entamoeba hartmanni 

Os cistos sao esfericos e sao semelhantes aos de E. 
histolytica/E. dispar, porem menores, medindo de 5 a 10 pm de 
tamanho. Corados pelo Lugol, os cistos tern de um a quatro 
nucleos, com cariossoma pequeno, discreto e central (Figura 
44.5). O citoplasma pode conter glicogenio difuso. Corados 
pelo tricromico, observa-se a cromatina periferica uniforme- 
mente distribuida em delicados granulos. O citoplasma pode 
conter corpos cromatoides com extremidades arredondadas. 
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Figura 44.3 Cisto de Entamoeba coli corado pelo Lugol. Objetiva de 
40 X — escala ocular: fator de multiplica^ao 2,5. 

Fonte: Lenilza Mattos Lima - http://www.parasitologiaclinica.ufsc.br 



Figura 44.4 Trofozoito de Entamoeba coli corado com tricromico. 
Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx) 

Os trofozoitos medem de 5 a 15 pm, com um tamanho 
medio de 8 a 10 pm. Corados com tricromico, observa-se um 
unico nucleo que contem um cariossoma pequeno, discreto e 
central, e cromatina periferica com granulos finos e distribu- 
idos de forma uniforme. O citoplasma e fmamente granular 
e pode conter bacterias (Figura 44.6). 



Figura 44.5 Cisto de Entamoeba hartmanni corado pelo Lugol. 
Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx) 


M 



Figura 44.6 Trofozoito de Entamoeba hartmanni corado com tricromico. 
Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx) 

Endolimax nana 

Os cistos geralmente sao esfericos ou ovais, mas podem ser 
elipsoides, e medem de 5 a 12 pm de tamanho. Quando corados 
pelo Lugol, apresentam citoplasma de coloragao verde-clara e 
contem de um a quatro nucleos pouco visiveis, em virtude de 
seu pequeno tamanho (Figura 44.7). Corados pelo tricromico, o 
cariossoma e grande e irregular, membrana nuclear fina e ausen- 
cia de cromatina periferica na membrana nuclear. 

Os trofozoitos medem de 6 a 12 pm de tamanho. Cora¬ 
dos pelo tricromico, o nucleo apresenta cariossoma grande e 
irregular, central ou excentrico, com membrana nuclear fina 
e ausencia de cromatina periferica na membrana nuclear (Fi¬ 
gura 44.8). O citoplasma apresenta granulagao grosseira e tern 
muitos vacuolos que podem conter bacterias. Pode ser dificil 
distinguir os trofozoitos de E. nana daqueles de Iodamoeba 
butschlii 



Figura 44.7 Cistos de Endolimax nana corados pelo Lugol. 

Fonte: (Cortesia: Prof 3 Lenilza Mattos Lima) 

Iodamoeba butschlii 

Os cistos podem ser esfericos ou ovais e medem de 5 a 
20 pm de tamanho. Possuem um nucleo com cariossoma gran¬ 
de e central, membrana espessa e sem cromatina periferica. 
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Figura 44.8 Trofozoito de Endolimax nana corado pelo tricromico. 
Objetiva de 100X — escala ocular: fator de multiplicapao 1. 

Fonte: Lenilza MattosLima (http://www.parasitologiaclinica.ufsc.br) 

O nucleo nao e visivel em preparagoes coradas pelo Lugol 
(Figura 44.9), porem visivel pelo tricromico (Figura 44.10). 
Os cistos possuem um grande vacuolo de glicogenio com li- 
mites nitidos e corados em castanho-avermelhado pelo Lugol 
(Figura 44.9). 

Os trofozoitos medem de 8 a 20 jam de tamanho e, corados 
pelo tricromico, possuem um unico nucleo com cariossoma gran¬ 
de e central, sem cromatina periferica. O citoplasma e granular, 
vacuolizado e pode conter bacterias. Pode ser dificil distinguir os 
trofozoitos de I. butschlii daqueles de E. nana. 



Figura 44.9 Cisto de Iodamoeba butschlii corado pelo Lugol. Objetiva 
de 40 X - escala ocular: fator de multiplicapao 2,5. 

Fonte: Lenilza Mattos Lima (http://www.parasitologiadinica.ufsc.br). 

Entamoeba polecki 

Os cistos medem de 9 a 25 pm de tamanho e geralmente 
sao uninucleados, porem cistos binucleados podem raramen- 
te ser observados. O cariossoma e pleomorfico e pode ser 
pequeno, grande e compacto ou difuso, e com localizagao 


central ou excentrica. A cromatina periferica pode ser delica- 
da ou grosseira, e tern distribuigao uniforme (Figura 44.11). 
Corados pelo tricromico, o citoplasma mostra numerosos 
corpos cromatoides, os quais podem ser pequenos e redon- 
dos ou grandes com extremidades redondas ou mais afiladas. 
Os trofozoitos sao muitas vezes arredondados, medindo de 
10 a 25 pm. O unico nucleo e muitas vezes distorcido e de 
forma irregular, com um cariossoma pequeno e puntiforme 
localizado centralmente. A cromatina periferica e geralmente 
delicada e uniforme. O citoplasma e muitas vezes vacuolado 
com uma margem hialina. 



Figura 44.10 Cisto de Iodamoeba butschlii corado com tricromico. 
O nucleo e visivel e o vacuolo de glicogenio (seta) nao se cora. 
Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx 



Figura 44.11 Cisto de Entamoeba polecki corado pelo Lugol. 
Observar os numerosos corpos cromatoides (seta). 

Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx 
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Giardia Lamblia 


Karin Silva Caumo Lenilza Mattos Lima 


■ INTRODUgAO 

A Giardia lamblia (sin. G. duodenalis e G. intestinalis) e um 
protozoario flagelado do intestino delgado do homem, de 
animais domesticos (caes e gatos) e de diversos animais silves- 
tres. A giardiase e uma das infec^oes gastrintestinais parasita- 
rias mais comuns em crian^as, como tambem de diarreia em 
viajantes. A transmissao ocorre por via fecal-oral, frequente- 
mente atraves da ingestao de agua e alimentos contaminados 
e contato de pessoa a pessoa. 

A giardiase e uma parasitose amplamente distribuida 
pelo mundo, com a ocorrencia de mais de 280 milhoes de 
casos anuais na Africa, Asia e America. Em 2004, a OMS in- 
cluiu a giardiase na lista das doengas tropicais negligenciadas. 
A prevalencia da giardiase e de 2% a 7% em paises desenvol- 
vidos, enquanto pode variar entre 20% e 30% em paises em 
desenvolvimento. No Brasil, a prevalencia varia de 4% a 30% 
de acordo com o tipo de estudo, regiao estudada, condi^oes 
socioeconomicas, culturais e a faixa etaria dos individuos en- 
volvidos, com maior ocorrencia em criangas com idade entre 
0 e 10 a 12 anos. 

A compreensao da epidemiologia da giardiase depende 
da caracterizagao de G. lamblia, que e um complexo mul- 
tiespecies. Atualmente, com o uso de metodos moleculares, 
observa-se uma ampla diversidade genetica dentro das po¬ 
pulates do genero, com sete especies reconhecidas e oito 
genotipos (A-H), identificados a partir de varios grupos 
de hospedeiros vertebrados. Os genotipos A (subgenotipos 
A-I e A—II) e B sao os mais frequentemente relacionados 
a infecgoes no homem, porem tambem evidenciados em 
mamiferos como caes, gatos e bovinos. Os genotipos A e B 
apresentam potencial zoonotico e uma ampla especificidade 
de hospedeiros. 

■ M0RF0L0GIA 

A Giardia lamblia apresenta um ciclo de vida simples, 
com duas formas evolutivas, o cisto e o trofozoito. Ambas as 
formas podem ser eliminadas nas fezes. Os cistos sao ovais 
ou elipsoides e raramente arredondados, medindo cerca de 
8 a 19 pm de comprimento e 7 a 10 pm de largura. Apresen¬ 
tam uma membrana externa fina, que podera se apresentar 
destacada do citoplasma. No interior do cisto, as estruturas 
apresentam-se duplicadas em relagao ao trofozoito, conten- 
do 2 ou 4 nucleos, um numero variavel de fibrilas (axone- 
mas) e os corpos medianos em forma de meia-lua, situados 
no polo oposto aos nucleos. Os cistos quando corados pela 


solugao de iodo, podem apresentar uma tonalidade parda- 
centa, esverdeada, pardo-esverdeada e castanho-amarelada; 
os axonemas e os corpos parabasais coram-se em negro (Fi- 
gura 44.12). 



Figura 44.12 Cisto de Giardia lamblia corado pelo Lugol. 

Fonte: Cortesia da Prof 3 . Dr 3 .Karin Silva Caumo - Laboratorio Didatico de 
Parasitologia Clfnica, Departamento de Analises Clinicas da UFSC. 

O trofozoito apresenta forma piriforme, medindo 10 a 
20 pm de comprimento por 5 a 15 pm de largura. Apresenta 
simetria bilateral, com estruturas celulares duplas, isto e, dois 
nucleos, dois axonemas e oito flagelos (quatro flagelos late- 
rais, dois centrais e dois caldais), cada um originando-se de 
um blefaroplasto. Os trofozoitos possuem uma face convexa 
dorsalmente e concava ventralmente, e nesta superficie ha 
uma concavidade ovoide, conhecida como disco adesivo ou 
suctorial. Ainda na parte ventral, encontram-se uma ou duas 
formates paralelas, em forma de virgula, conhecidas como 
corpos medianos. Quando corados (Figura 44.13), observam- 
-se dois nucleos redondos ou ovoides, um de cada lado da 
linha mediana, com grande cariossoma redondo, sem croma- 
tina periferica. Os flagelos sao visiveis nos trofozoitos vivos 
ou por coloragoes especificas. 
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Figura 44.13 Trofozoito de Giardia lamblia corado pelo tricromico. 
Aumento de 1.000 X. 

Fonte: Prof a Lenilza Mattos Lima (http://www.parasitologiadinica.ufsc.br). 


■ TRANSMISSAO E CICLO DE VIDA 

A G. lamblia apresenta varios ciclos de transmissao, in- 
cluindo formas zoonoticas, antroponoticas, hidrica e ali- 
mentar. A giardiase e transmitida atraves dos cistos, que 
poderao ser ingeridos por contato direto, via fecal-oral, 
por ingestao de agua sem tratamento ou insuficientemente 
tratada, por alimentos contaminados (frutas e verduras mal 
lavadas), de pessoa a pessoa, por meio de maos contamina- 
das, em locais de aglomeragao humana (creches, orfanatos, 
asilos) e por contato com animais domesticos. Ainda, os 
cistos podem ser veiculados por insetos como moscas e 
baratas. As infec^oes podem resultar da ingesta de apenas 
dez ou menos cistos. 

Apos a passagem dos cistos pelo estomago, a a^ao das 
enzimas digestivas provoca o desencistamento, dando origem 
aos trofozoitos, que emergem dos cistos e estabelecem a in- 
fec^ao, encontrando-se livres na luz intestinal ou fixos na pa- 
rede duodenal pelo disco suctorial. Os trofozoitos vivem no 
duodeno e nas primeiras porgoes do jejuno. A reprodugao 
dos trofozoitos e por divisao binaria longitudinal. O ciclo 
se completa pelo encistamento do parasito e sua eliminagao 
para o meio externo. Os cistos sao liberados intermitente- 
mente pelas fezes, tornando-se imediatamente infecciosos, 
capazes de permanecer por meses em condigoes adequadas 
de temperatura e umidade. Os cistos sao, altamente resistentes 
a cloragao da agua e condigoes adversas do ambiente, como 
dessecagao. 

■ PATOGENIA E ASPECTOS CUNIC0S 


Os parasitos, quando presentes em grande numero, causam 
agao irritativa sobre a mucosa intestinal, levando a alteragoes 
na produgao de enzimas digestivas (dissacaridases) e formam 
uma barreira mecanica, como um tapete em todo o duodeno, 
dificultando a absor^ao de vitaminas lipossoluveis, acidos gra- 
xos, vitamina B12, acido folico e ferro. Com essa deficiencia 
na absorgao, acumula-se na luz do intestino um elevado teor 
de gorduras, o que pode gerar um quadro de esteatorreia. 
Pode ocorrer hipersecre^ao de cloreto na luz intestinal, e esse 
fator, associado a ma absor^ao, parece ser o responsavel pelo 
acumulo de liquido no intestino, resultando em diarreia grave 
e cronica. 

Os trofozoitos fortemente aderidos ao epitelio intestinal 
podem causar lesoes nas microvilosidades, tornando-as acha- 
tadas ou atrofiadas. Sugere-se que a G. lamblia possivelmente 
produza e libere substancias citopaticas na luz intestinal. Na 
giardiase, o parasito pode alterar o epitelio intestinal sem que 
haja invasao tissular, ou seja, a G. lamblia ocasiona lesoes sem 
penetrar no epitelio, sem invadir tecidos vizinhos, ou cair na 
corrente sanguinea. 

O intervalo entre a infec^ao e o aparecimento dos sin- 
tomas de giardiase costuma ser de duas semanas a meses. As 
manifestagoes clinicas variam desde infec^oes assintomaticas 
a quadros de diarreia aguda autolimitada ou cronica. Dos 
sintomas mais frequentes observados em casos de giardiase 
estao: evacuates liquidas ou pastosas, numero aumentado 
de evacuates, irritabilidade, insonia, nauseas, vomitos, mal- 
-estar, colicas abdominais, flatulencia, perda de apetite, que 
pode estar acompanhada ou nao de emagrecimento. Infec- 
goes cronicas podem levar a perda de peso, ma absorgao, e 
podem ser confundidas com doenga inflamatoria intestinal 
ou anorexia nervosa. Em criangas, a giardiase cronica esta 
associada a baixa estatura, baixo peso e deficit cognitivo. A 
infec^ao por G. lamblia torna-se mais severa em pacientes 
imunocomprometidos. 

■ DIAGN0STIC0 LAB0RAT0RIAL 
Exame parasitologico de fezes (EPF) 

O diagnostico parasitologico e realizado pela demons- 
tragao de cistos e trofozoitos nas fezes. Os cistos geralmen- 
te sao encontrados nas fezes da maioria dos individuos 
com giardiase, seja sintomatica ou assintomatica, enquanto 
o encontro de trofozoitos ocorre em infec^oes sintoma- 
ticas. Por isso, e muito importante observar o aspecto e 
consistencia das fezes, pois informa sobre a maneira de 
proceder com a amostra e o estagio evolutivo a ser pes- 
quisado, uma vez que em fezes diarreicas ou liquidas sao 
encontrados os trofozoitos, em fezes pastosas, os cistos e 
ocasionalmente os trofozoitos, e nas fezes formadas apenas 
os cistos. 


A patogenia esta relacionada com o numero de trofozoi¬ 
tos de G. lamblia que colonizam o intestino delgado, cepa do 
protozoario como tambem fatores inerentes ao hospedeiro, 
entre eles a deficiencia de IgA e IgE e estado nutricional. 


■ Pesquisa de cistos em fezes formadas ou pastosas: 

podem ser detectados em preparagoes a fresco pelo 
metodo direto, porem os metodos de escolha sao os de 
concentragao, como o metodo de Faust e cols, (centrifu- 
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go-flutua^ao em solu^ao de sulfato de zinco), de Ritchie 
(centrifugo-sedimentagao em formalina-eter) e de Lutz 
ou Hoffman, Pons e Janer (sedimenta^ao espontanea em 
agua). Utiliza-se a coloragao pelo Lugol. 

■ Pesquisa de trofozoitos em fezes diarreicas ou 
lfquidas: como os trofozoitos sao destruidos em pou- 
cos minutos no meio externo (15 a 20 minutos), reco- 
menda-se coletar o material no laboratorio para analise 
imediata ou adicionar conservante (SAF, Formol a 10%, 
MIF). Utiliza-se o metodo direto a fresco ou corado 
pelo Lugol, e ainda podem ser empregadas colora^oes 
permanentes, como hematoxilina ferrica ou tricromico 
(Figura 44.13). 

■ Comentarios: muitos dos resultados obtidos para a pes¬ 
quisa de G. lamblia pelo EPF podem ser falso-negativos, 
pois, durante a infec^ao, a eliminagao de cistos e intermi- 
tente, isto e, os pacientes com giardiase poderao ter pe- 
riodos negativos de eliminagao dos cistos, com intervalos 
que variam de 7 a 9 dias. Para diminuir a probabilidade de 
resultado falso-negativo, recomenda-se reaHzar o exame 
de tres ou seis amostras fecais, em dias alternados. 

Outros metodos 

Em casos de individuos com manifesta^oes clinicas de 
giardiase, porem com exames de fezes negativos, recomenda- 
-se a analise de amostras do fluido duodenal ou biopsia do 
duodeno para a pesquisa de trofozoitos. Os trofozoitos geral- 
mente sao visualizados por exame direto a fresco em lamina, 
ou atraves de um metodo alternativo disponivel comercial- 
mente, o metodo da capsula duodenal (. Entero Test®). 


Metodos imunologicos 

Atualmente varios metodos imunologicos foram pro- 
postos para a detec^ao de antigenos de G. lamblia em amostras 
fecais (coproantigenos), como as tecnicas de Elisa, imuno- 
fluorescencia direta e imunocromatografia. Estes metodos 
sao uteis, pois sao de simples execu^ao, alta sensibilidade e 
especificidade. A detec^ao de coproantigenos por Elisa tern 
demonstrado resultados satisfatorios, com sensibilidade que 
varia de 85% a 100% e especificidade de 90% a 100%, aju- 
dando no diagnostico por eliminagao de resultados falso-ne¬ 
gativos que ocorrem nos exames microscopicos. 

A detecgao de anticorpos anti- Giardia no soro pelos 
metodos de Elisa e imunofluorescencia indireta tern apre- 
sentado problemas relacionados com a ocorrencia de re¬ 
sultados falso-positivos. Os anticorpos IgG permanecem 
elevados por muito tempo no soro do paciente apos a cura, 
impedindo a distingao entre infecgoes passadas e recentes. 

Tecnicas moleculares 

Os metodos moleculares sao pouco utilizados na rotina 
de diagnostico laboratorial, porem sao amplamente utiliza- 
dos para a diferenciagao de especies e classifica^ao genoti- 
pica de Giardia, identificadas a partir de amostras clinicas e 
ambientais. O estudo de varios genes a partir da amplifi- 
ca^ao do DNA de G. lamblia por PCR e sequenciamento 
permitiu entender um pouco mais sobre a biologia, epide- 
miologia, ecologia, populagao genetica, prevengao e con- 
trole da giardiase. 


Chilomastix Mesnili 


Lenilza Mattos Lima 


■ INTRODUgAO 

Chilomastix mesnili e um protozoario flagelado do intes- 
tino do homem e geralmente considerado nao patogenico. 
Habita o ceco e/ou colo. Os cistos e trofozoitos de C. mesnili 
sao eliminados nas fezes. A infecgao ocorre por via fecal-oral, 
pela ingestao de cistos em agua ou alimentos contaminados, 
maos ou fomites contaminados. O excistamento ocorre no 
intestino com liberagao de trofozoitos 

Esse protozoario tern distribuigao mundial e sua presen- 
ga em amostras de fezes pode, contudo, ser um indicador de 
contaminagao fecal de alimentos ou agua, nao se excluindo 
a presenga de outros parasitos, pois compartilha os mesmos 


meios de transmissao dos parasitos patogenicos. Os animais 
podem servir como um reservatorio para Chilomastix. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

O diagnostico laboratorial e feito pela identifica^ao de 
cistos e trofozoitos nos exames parasitologicos de fezes, por 
meio de tecnicas de concentragao e de coloragao pelo Lugol 
e esfregagos permanentes corados (hematoxilina ferrica e tri¬ 
cromico). Os cistos sao piriformes, com aspecto caracteristico 
de limao, raramente arredondados, medindo de 6 a 10pm x 4 a 
6 pm (Figura 44.14 A e B). Os cistos possuem um nucleo bem 
visivel e coloragao verde azeitona pelo Lugol. O citostoma in- 
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vaginado pode ser observado no cisto. Os trofozoitos medem 
de 10 a 20pm de comprimento, tem corpo piriforme e assi- 
metrico, sendo a extremidade posterior mais afilada, terminan- 


do em delgada ponta. Possuem quatro flagelos e um grande 
citostoma alongado. Um unico nucleo redondo fica situado 
na por^ao anterior, e tem cariossoma pequeno (Figura 44.15). 



Figura 44.14 (A e B) Cistos de Chilomastix mesnili corados pelo Lugol. Objetiva de 40 X Escala ocular — fator de multiplicapao 2,5. 
Fonte: (Cortesia de Lenilza Mattos Lima). 



Figura 44.15 Trofozoito de Chilomastix mesnili corado pelo tricromico. Objetiva de 100X. Escala ocular - fator de multiplicapao 1. 
Fonte: Lenilza Mattos Lima (http://www.parasitologiadinica.ufsc.br). 


Cyclospora Cayetanensis 


Alexandre Januario da Silva 


■ INTRODUgAO 

Cyclospora cayetanensis e um protozoario pertencente ao 
Filo Apicomplexa, da subclasse Coccidiasina, familia Eimeri- 
dae, que causa uma enfermidade intestinal conhecida como ci- 
closporiase humana. O primeiro caso de ciclosporiase humana 
foi na verdade publicado por Asford, em 1979, que identificou 


o protozoario como um microrganismo similar aos coccideos 
em fezes de tres individuos da Papua, Nova Guine. Mesmo 
assim, outros investigadores pensaram que os oocistos espo- 
rulados eram mais semelhantes a cianobacterias, e o nome de 
“corpo cianobacteria-/fe” ou CLB tornou-se predominante 
na literatura. Entretanto, em 1992, Ortega e colaboradores 
publicaram um resumo em congresso indicando que haviam 
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conseguido executar, em condigoes laboratoriais, a esporulagao 
desse microrganismo. Foi criado um taxon independente para 
esse coccideo. A descrigao completa da morfologia e todos os 
detalhes ate entao obtidos sobre a biologia desse protozoario 
foi feita em 1994 pelo mesmo grupo de pesquisadores, e o 
protozoario foi incluido no genero Cyclospora. O nome da es- 
pecie, “cayetanensis” foi dado em homenagem a Universidade 
Cayetano Heredia, em Lima, Peru, na qual foram obtidos os 
isolados originais estudados, alem de ter sido palco para alguns 
dos estudos biologicos que foram determinantes para a sua ca- 
racterizagao e classifica^ao. Ate o momento, ainda nao se des- 
cobriu outra especie desse mesmo genero que possa causar a 
doen^a em humanos. As especies do genero Cyclospora que sao 
mais proximas filogeneticamente da C. cayetanensis foram des- 
cobertas em simios. Isto e, C. papionis, C. colobi e C. cercopithecci 
foram descritas em babuinos, macaco colobus e macaco ver- 
de, por Eberhard e colaboradores em 1999. Essas especies sao 
morfologicamente identicas a C. cayetanensis , mas se diferen- 
ciam em nivel das sequencias que codificam para a unidade de 
18S do rRNA ribossomal. No entanto, a biologia da Cyclospora 
cayetanensis continua sendo desconhecida em varios aspectos. 
Por exemplo, ainda se desconhece o mecanismo utilizado pelo 
parasita para executar a esporulagao em condigoes ambientais. 
Tambem nao se sabe efetivamente qual e a dose infecciosa do 
parasita e tampouco se a C. cayetanensis pode ou nao causar 
doenga sintomatica em animais.Todo o esforgo cientifico para 
se perpetuar a C. cayetanensis in vivo ou in vitro nao resultaram 
em modelos viaveis para o cultivo do parasito. 

■ TRANSMISSAO E CICLO DE VIDA 

O oocisto de C. cayetanensis e eliminado nas fezes ainda na 
forma imatura, nao infectante. Por essa razao, acredita-se que 
a transmissao direta via fecal-oral de um individuo infectado 
para um nao infectado nao seja possivel. Esse aspecto diferencia 
a C. cayetanensis de outro importante coccidio, o Cryptospori¬ 
dium spp., que pode ser transmitido diretamente de pessoa a 
pessoa. Apos a eliminagao nas fezes, acredita-se que o oocisto 
inicia sua maturagao no ambiente e, assim, ocorre a esporu- 
lagao do oocisto entre 10 a 15 dias, resultando na divisao do 
esporonte em dois esporocistos, cada um contendo dois espo- 
rozoitos. A infecgao ocorre pela ingestao de oocistos esporula- 
dos do protozoario. Hortaligas, frutas e ate mesmo agua servem 
como veiculos para a transmissao da ciclosporiase. Dentro do 
intestino, os esporocistos liberam os esporozoitos, que invadem 
as celulas epiteliais e passam por uma fase de multiplica^ao as- 
sexuada e depois por uma fase de desenvolvimento de formas 
sexuadas. As formas sexuadas se fundem dando origem a um 
zigoto que ira se desenvolver em um oocisto nao esporulado. 
Os oocistos nao esporulados serao excretados nas fezes. Os oo¬ 
cistos sao resistentes e existem indicates de que os mesmos se 
mantem viaveis durante meses. 

■ EPIDEMIOLOGIA 

As infecgoes por C. cayetanensis tern ampla distribuigao 
mundial e ocorrem em paises desenvolvidos e em desenvol¬ 


vimento, sendo mais frequentes nas regioes de clima tropical 
e subtropical, com relatos de alta ocorrencia em pacientes 
com HIV/AIDS e diarreia. As pessoas que viajam ou vivem 
em paises onde a ciclosporiase e endemica tern grande risco 
de adquirir a infec^ao. A maioria dos individuos sem patolo- 
gias que afetem o sistema imunologico poderao se recuperar 
dessa parasitose sem tratamento especifico. Se nao for tra- 
tada, a doenga pode durar de alguns dias a meses. A melhor 
maneira de se proteger contra a ciclosporiase seria evitando 
alimentos ou agua que pudessem ter sido contaminados com 
oocistos desse protozoario. Devido a falta de modelos expe- 
rimentais para testar a viabilidade dos oocistos, nao esta claro 
quais seriam os tipos de tratamento eficazes para se inativar o 
parasito. Entretanto, acredita-se que o tratamento com cloro 
ou iodo e improvavel para matar oocistos de C. cayetanensis. 
Tambem nao existe vacina disponivel para a prevengao da 
ciclosporiase humana. 

O impacto dessa parasitose tern sido grande em alguns 
paises industrializados como os Estados Unidos e Canada. 
As epidemias de ciclosporiase tern sido cada vez mais fre¬ 
quentes. Durante alguns anos essa doen^a foi negligenciada, 
mesmo depois de epidemias multiestaduais que ocorreram 
nos meados dos anos 90. Recentemente, entre 2013 e 2015, 
nos Estados Unidos, epidemias de dimensoes ainda maiores 
que as ocorridas anteriormente chamaram a atengao tanto do 
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) como 
do U.S. Food and Drug Admnistration (U.S. FDA), que tern 
papeis fundamentais no campo de seguran^a de alimentos. 
Tanto o CDC como o U.S. FDA estao atuando consisten- 
temente para elucidar e controlar esses surtos epidemicos. 
Existe uma serie de lacunas em rela^ao a epidemiologia da C. 
cayetanensis. Por exemplo, ainda nao foi identificado nenhum 
reservatorio zoonotico para o protozoario. Tambem nao se 
conhece o mecanismo pelo qual a C. cayetanensis contamina 
os alimentos, ou seja, se e durante a irrigagao das hortaligas ou 
na colheita. O CDC monitora a ocorrencia de ciclosporiase 
nos Estados Unidos e ajuda os departamentos estaduais de 
saude a identificar e investigar surtos de ciclosporiase. O U.S. 
FDA, com seu Centro para Seguranga Alimentar e Nutrigao 
Aplicada (CFSAN), contribui com guias praticos e recomen- 
dagoes detalhadas de seguranga alimentar para os produtores 
e fornecedores. No guia para minimizar riscos microbianos 
de seguran^a alimentar para frutas e legumes frescos, o CF¬ 
SAN descreve boas praticas agricolas e boas praticas de fabri- 
ca^ao para frutas e vegetais frescos. As orientates abrangem 
os processos de crescimento, colheita, classificagao, embala- 
gem e de armazenagem, e seguir as orientates pode ajudar 
a reduzir o risco total de contamina^ao microbiana durante 
esses processos. A detec^ao da C. cayetanensis em alimentos 
ainda representa um desafio, mas metodos moleculares vem 
sendo desnvolvidos para esse fim. 

■ PATOGENIA E ASPECTOS CUNICOS 

A C. cayetanensis causa inflamagao do intestino delgado, 
alterates na mucosa com atrofia das vilosidades e hiper- 
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plasia das criptas intestinais. As infecgoes podem ser assinto- 
maticas e ja foram descritas infegoes assintomatricas ate em 
criangas. Clinicamente, a ciclosporiase e semelhante a crip- 
tosporidiase, cistoisosporiase, giardiase e microsporidiase. O 
diagnostico laboratorial e importante para a identifica^ao 
do agente etiologico. Apos um periodo de incubagao de 
mais ou menos uma semana a dez dias, os sintomas se mani- 
festam com diarreia aquosa, explosiva, que pode ser bastante 
grave. Outros sintomas incluem anorexia, perda de peso, dor 
abdominal, nauseas e vomitos, mialgias, febre baixa e fadiga. 
Em individuos imunocompetentes a doenga pode ser auto- 
limitada. Os sintomas em um individuo infectado podem 
reincidir, e o tratamento com medicamento antidiarreico 
podera ajudar a reduzir os sintomas de diarreia. As pessoas 
com a saude debilitada ou que tenham o sistema imunolo- 
gico deprimido podem desenvolver doen^a grave e cronica. 
Esse aspecto vem sendo observado consistentemente nas 
epidemias de ciclosporiase estudadas nos Estados Unidos. 
Em pacientes com infecgao por HIV/AIDS, a ciclosporiase 
causa diarreia aquosa intermitente, com 1 a 8 evacuates 
diarias, e o quadro clinico e grave quando o numero de lin- 
focitos CD4 e inferior a 200/mm 3 . Diagnosticar a ciclospo¬ 
riase somente com base nos aspectos clinicos e bem dificil, 
mas, em certos casos, e possivel, como nos casos associados 
a surtos epidemicos. Ainda assim, esses casos diagnosticados 
clinicamente sao considerados suspeitos ou presuntivos com 
base na definif ao de caso publicada pelo CDC. A aplicagao 
de tecnicas de laboratorio adequadas e essencial para o diag¬ 
nostico defmitivo da ciclosporiase. 

O tratamento da ciclosporiase se faz com a admi- 
nistragao de Trimetoprim/sulfametoxazol (TMP/SMX), 
vendido sob os nomes comerciais Bactrim, Septra e Co¬ 
trim. Esse e o tratamento usual para a infecgao e, ate o mo- 
mento, nao existe um medicamento alternative que possa 
curar infec^oes causadas por C. cayetanensis . O desenvolvi- 
mento de farmacos para essa doenga infecciosa tern sido 
dificultado pela nao existencia de modelos in vivo ou in 
vitro para o cultivo da C. cayetanensis. Por essa razao, os in¬ 
dividuos que nao respondem ao tratamento padrao ou tern 
alergia a sulfa, precisam utilizar o tratamento sintomatico, 
especialmente nos casos de infec^oes graves. Nesses casos, 
os sintomas intestinais podem levar mais de um mes para 
desaparacerem. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

Para o diagnostico, as amostras devem ser coletadas e en- 
viadas para o laboratorio tao rapidamente quanto possivel. 
Uma vez que uma variedade de ensaios pode ser aplicada, 
e recomendavel que diferentes porgoes da mesma amostra 
sejam preservadas de acordo com o teste a ser realizado. Por 
exemplo: fixadas em formol a 10% (para microscopia direta, 
procedimentos de concentragao e prepara^ao de esfregagos 
corados), fixadas em 2,5% de dicromato de potassio (para 
ensaios de esporulagao), ou congeladas sem fixagao para o 
diagnostico molecular. 


Exame parasitologico de fezes 

A demonstra^ao microscopica de oocistos e a base para o 
diagnostico clinico da ciclosporiase. A colora^ao de Kinyoun 
ou da safranina modificada e atualmente considerada a tec- 
nica padrao ouro para o diagnostico microscopico. Os oocis¬ 
tos imaturos de C. cayetanensis medem aproximadamente 9 a 
10 pm de tamanho e tern a aparencia esferica. Pelo Kinyoun, 
os oocistos coram-se do rosa ao vermelho, sobre um fundo 
de coloragao azul ou verde (Figura 44.16); pela safranina, a 
coloragao varia do vermelho a um vermelho-alaranjado. E 
importante realizar a morfometria com o micrometro ocular. 
Uma vez que os oocistos podem ser eliminados em pequenas 
quantidades e de forma intermitente nas fezes, recomendam- 
-se exames de fezes repetidos juntamente com os procedi¬ 
mentos de concentragao de oocistos. Se os exames de fezes 
forem negativos, pode ser necessario o exame de especimes 
duodenais por biopsia ou sequencia de teste (Enterotest®). Os 
oocistos tambem podem ser visualizados em exame a fresco, 
por microscopia de campo brilhante com contraste de inter- 
ferencia diferencial (DIC) e com microscopia de fluorescen- 
cia utilizando luz ultravioleta (UV) (Figuras 44.17 e 44.18). 
Os oocistos da C. cayetanensis conseguem produzir uma auto- 
fluorescencia quando irradiados com luz UV. O microscopio 
a ser utilizado nesse exame precisa ser equipado para a mi¬ 
croscopia de fluorescencia com filtros de excita^ao de 330 a 
365 nm. Nesse caso, os oocistos aparecem em azul ou verde 
contra um fundo preto ou azul escuro (Figura 3). Se esse 
conjunto de filtros nao estiver disponivel, uma fluorescencia 
verde menos intensa pode ser obtida com excita^ao azul na 
faixa de 450 a 490 nm. 



Figura 44.16 Oocistos de Cyclospora cayetanensis corados com 
colora^ao acido-resistente. Notar que alguns oocistos nao coram 
integralmente. 

Fonte: Imagem capturada com magnifica<;ao de 1.000 X. http://www. 
cdc.gov/dpdx/cydosporiasis/index.html 


capitulo 44 


493 




Tratado de Analises Clinicas 



Figura 44.17 Oocisto de Cyclospora cayetanensis em exame a fresco 
de fezes. 

Fonte: Imagem capturada com magnifica^ao de 1.000 X. http://www. 
cdc.gov/dpdx/cydosporiasis/index.html 


Tecnicas moleculares 

Rea<;ao em cadeia da polimerase - PCR 

Os testes moleculares estao cada vez mais sendo utili- 
zados nos paises industrializados para o diagnostico dessa 
parasitose. As plataformas normalmente utilizam a reagao 
encadeada por polimerase (PCR) com reagentes especificos 
para a amplifica^ao de fragmentos dos genes do parasita. Nos 
Estados Unidos, o uso da PCR para o diagnostico clinico 
da ciclosporiase tern sido visto nos laboratories publicos e 
privados. Atualmente, plataformas como o “FilmArray® GI 
Panel”, atualmente produzido pela Biomerrieux (http:// 
www.biomerieux-diagnostics.com/filmarrayr-gi-panel), es- 



Figura 44.18 Oocisto com autofluorescencia de Cyclospora 
cayetanensis em microscopia UV. Para essa tecnica, o microscopio 
precisa ser equipado para microscopia de fluorescencia com filtros 
de excitapao UV fixado em 330 a 365 nm. Imagem capturada com 
magnificapao de 1.000 X. 

Fonte http://www.cdc.gov/dpdx/cyclosporiasis/index.html 


tao disponiveis comercialmente nos Estados Unidos, apro- 
vadas para uso em diagnostico clinico pelo U.S. FDA. Essa 
plataforma permite a identifica^ao simultanea diagnostica de 
22 patogenos intestinais, incluindo os protozoarios parasitas 
Cryptosporidium spp., C. cayetanensis , Entamoeba histolytica e 
Giardia lamblia. Os avangos na genomica de C. cayetanensis 
irao provavelmente criar novas perspectivas para o desenvol- 
vimento de novas ferramentas moleculares para a deteeqao 
diagnostica desse parasito. Um esbogo do genoma da C. ca¬ 
yetanensis foi recentemente publicado e esta disponivel no 
GenBank e em outros bancos de dados, como o EMBL, sob 
o numero de acesso LIGJ00000000. 


Cryptosporidium spp. 


Alexandre Januario da Silva 


■ INTRODUgAO 

O genero Cryptosporidium do filo Apicomplexa, inclui 
pelo menos 25 especies que causam a doenga intestinal cha- 
mada criptosporidiose em seres humanos e animais. A pri- 
meira especie desse genero, C. muris, foi descrita por Tyzzer 
em uma publicagao de 1910, descrevendo o parasito nas glan- 


dulas gastricas de camundongo. Tyzzer descreveu todas as fa- 
ses evolutivas do Cryptosporidium e observou que as mesmas 
apresentavam uma membrana limitante relativamente fina, 
durante as distintas fases de desenvolvimento. Descreveu tam- 
bem a organizaqao interna dos oocistos; ou seja, cada oocisto 
continha quatro esporozoitos, que mediam cerca de dez mi- 
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crometros de comprimento, fusiformes, sem estrutura interna 
demonstravel. O C. muris, a especie tipo do genero, e todas as 
outras especies que foram descritas posteriormente seguem 
padroes biologicos e morfologicos semelhantes. 

Casos de criptosporidiose humana nao foram identi- 
ficados ate 1976, quando Nime e colaboradores descreve- 
ram a doenga em uma crianga de tres anos de idade, que 
apresentava sintomas graves de infecgao gastrintestinal. Apos 
exames de radiografia intestinal, a paciente foi diagnosticada 
com grandes quantidades de gas no colo, com altos niveis de 
fluidos presentes tanto no intestino grosso como no intestino 
delgado. Para verificar a causa desses sintomas, varios exames 
foram feitos. Foram entao demonstrados organismos esfericos 
ou ovoides, que nos lumens da cripta estavam ligados a su- 
perficie apical das celulas epiteliais, e estagios de reprodugao 
sexuada e assexuada foram identificados. A paciente pode ter 
se infectado atraves da ingestao de agua de um pogo que 
abastecia a comunidade ou mesmo por contato com inume- 
ros gatos, caes, gado e nao lacteos nas proximidades. 

■ TRANSMISSAO E CICLO DE VIDA 

O oocisto de Cryptosporidium possui um envoltorio externo 
impermeavel a uma serie de agoes quimicas, que lhe permite 
sobreviver fora do corpo do hospedeiro por longos periodos de 
tempo em condigoes ambientais adversas. Os oocistos de Cryp¬ 
tosporidium se diferem dos outros coccidios por nao dependerem 
do processo de esporulagao para se tornarem infectantes, ou seja, 
os oocistos de Cryptosporidium sao infectantes quando elimina- 
dos nas fezes dos hospedeiros infectados. Assim, os oocistos de 
Cryptosporidium podem ser transmitidos diretamente de um hos¬ 
pedeiro a outro sem a necessidade de um veiculo de transmissao. 
Acredita-se quejuntamente com outros atributos biologicos, es¬ 
ses fatores foram essenciais para a grande dispersao desse parasito 
em animais e em seres humanos. 

Oocistos esporulados, contendo quatro esporozoitos sao 
excretados pelo hospedeiro infectado atraves das fezes e pos- 
sivelmente outras rotas, como secre^oes respiratorias. Ocasio- 
nalmente fontes de alimentos podem servir como veiculos de 
transmissao. Muitos surtos nos Estados Unidos ocorreram em 
parques aquaticos, piscinas, comunidades e creches. As trans- 
missoes zoonoticas e antroponoticas de C. parvum e a trans¬ 
missao antroponotica de C. hominis , respectivamente, podem 
ocorrer atraves da exposigao as fezes de animais ou seres hu¬ 
manos infectados ou exposigao a agua contaminada por fezes 
contendo oocistos. Apos a ingestao (e possivelmente inalagao) 
por um hospedeiro adequado, ocorre a excistagao. Os espo¬ 
rozoitos sao liberados e parasitam as celulas epiteliais do trato 
gastrintestinal ou de outros tecidos, como o trato respiratorio. 
Nessas celulas, os mesmos iniciam a multiplica^ao assexuada 
(esquizogonia ou merogonia) e, em seguida, a maturagao se¬ 
xual (gametogonia). Apos a fertilizagao dos macrogametas pe- 
los microgametas, os oocistos se desenvolvem no hospedeiro 
infectado. Dois tipos de oocistos sao produzidos: o de parede 
espessa, que e comumente excretado do hospedeiro, e o oo¬ 
cisto de parede fina, que por autoinfec^ao amplifica a infec^ao 
dentro do hospedeiro. Oocistos sao infectantes na excregao, 
permitindo, assim, a transmissao fecal-oral direta e imediata. 


■ EPIDEMIOLOGIA 

A criptosporidiose humana e uma das principais doen^as 
parasitarias de transmissao hidrica em paises desenvolvidos. 
Estima-se que aproximadamente 8.000 casos de criptospo¬ 
ridiose ocorram anualmente somente nos Estados Unidos. 
Duas especies desse genero estao associadas com a maioria 
dos surtos epidemicos de criptosporidiose. Essas especies sao 
C. hominis e C. parvum, que podem infectar humanos imu- 
nocompetentes. Essas duas especies sao morfologicamente 
identicas, mas se diferem em nivel genetico e epidemiologico. 

A aplicagao do conceito de genotipo e de grande impor¬ 
tance no estudo da criptosporidiose humana e veterinaria. Al- 
guns estudos mostram que os diferentes genotipos de especie 
C. parvum possuem epidemiologias bem distintas, como no 
caso dos genotipos encontrados preferencialmente em certos 
animais. O C. hominis e considerado uma especie totalmente 
antroponotica, e, ate o momento, ainda nao foram registradas 
infecgoes naturais zoonoticas causadas por essa especie. Ja o C. 
parvum pode tanto infectar humanos como animais. Entretanto 
existem dados cientificos indicando que o C. parvum que infecta 
predominantemente os humanos e geneticamente distinto de 
outros genotipos de C. parvum, ou seja, este seria um genotipo 
antroponotico de C. parvum. Tambem foram descritas especies 
zoonoticas morfologicamente semelhantes ou ate identicas ao 
C. parvum que podem infectar humanos em condigoes especiais. 
Por exemplo, o C.felis, que foi identificado em humanos imuno- 
comprometidos pela primeira vez por Pieniazek e colaborado¬ 
res. Nesse estudo, ferramentas moleculares foram utilizadas para 
identificar a especie de Cryptosporidium, tendo sido a primeira 
descrigao desta especie em associagao com infec^ao humana. O 
nome C.felis foi dado em fungao da identificagao desta especie 
ter sido feita pela primeira vez em gatos domesticos. Na verda- 
de, a maioria das especies zoonoticas de Cryptosporidium foram 
definidas taxonomicamente com base no hospedeiro em que 
foram primeiramente encontradas, como, por exemplo, C. canis 
e C. meleagridis, que inicialmente foram descritas em caes e peru, 
respectivamente. Entretanto, a exemplo de C.felis, essas especies 
ja foram diagnosticadas em humanos que sofriam algum tipo de 
imunodeficiencia. O C.felis tambem ja foi verificado em gado, o 
que leva a crer que essas especies de Cryptosporidium morfologi¬ 
camente identicas ao C. parvum podem ter uma epidemiologia 
muito mais complexa do que se estima, podendo infectar um 
numero relativamente grande de hospedeiros animais. 

Desde 1976, um numero alto de casos de criptosporidiose 
vem sendo identificados. O maior surto ja registrado ocorreu 
em 1993 em Milwaukee, em que se estima ter afetado 400.000 
pessoas, criando um impacto gigantesco na economia e na saude 
publica da cidade. Quando esse surto foi estudado originalmen- 
te, nao foi possivel identificar de forma defmitiva a especie ou 
genotipo do Cryptosporidium associado ao evento e foi assumido 
que o surto havia sido causado por C. parvum. Anos depois foi 
possivel se determinar, por meio de analises geneticas, que o sur¬ 
to havia sido associado a transmissao de C. hominis. Esses dados 
foram importantes para concluir as hipoteses epidemiologicas 
de que o surto havia sido causado por contaminacao huma¬ 
na e nao por contaminagao animal. Varios surtos epidemicos 
da doenga foram investigados em varios paises do mundo. No 
Brasil, um dos surtos bem estudados ocorreu em Sao Paulo, que 
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envolveu criancas de uma creche hospitalar. Nesse estudo foi 
determinado que o surto foi causado por C. hominis , com base 
na analise de regioes genomicas de microssatelites. Esses dados 
foram cruciais para eliminar fontes zoonoticas de contaminacao. 
Assim, a epidemiologia molecular tern uma funcao importante 
em varios aspectos relacionados ao estudo da criptosporidiose. 
As ferramentas de epidemiologia molecular, muitas vezes, sao 
essenciais para determinar a fonte inicial de contaminacao nas 
investigates epidemiologicas e dar suporte a medidas para con- 
trolar surtos epidemicos que possam ocorrer no futuro. 

Existe um numero relativamente grande de genotipos de C. 
parvum e tambem outras especies que podem possuir um perfil 
epidemiologico distinto. Este campo de estudo e muito abran- 
gente e continua em constante evolu^ao. O uso da genomica 
aplicada aos estudos biologicos e epidemiologicos ira provavel- 
mente contribuir para elucidar esses aspectos a partir de uma oti- 
ca mais consistente. Ate entao, a maioria dos dados moleculares 
foram obtidos no estudo das especies de Cryptosporidium com 
base no sequenciamento isolado de genes que codificam para o 
rRNA ou genes que codificam para proteinas especificas. 

■ PATOGENIA E ASPECTOS CUNICOS 

A patogenia e o quadro clinico dependem tanto da virulen- 
cia do parasito quanto da habilidade de resposta imune do indi- 
viduo infectado. O principal sintoma e diarreia aquosa, podendo 
ter episodios de evacuagao de 3 a 10 vezes por dia. Podem estar 
presentes dor abdominal, nausea, flatulencia, febre baixa, dor de 
cabega e anorexia. Em individuos imunocompetentes e uma in- 
fecgao autolimitada, com cura espontanea em duas a tres sema- 
nas.Ja em bebes e criangas, os sintomas podem ser mais graves e 
podem ser acompanhados de vomitos e desidratagao, sendo que, 
no mundo, a criptosporidiose e responsavel por 30% a 50% das 
mortes em criangas menores de 5 anos de idade. Em individuos 
imunodeficientes pode ocorrer sindrome de ma absorgao de- 
vido a interferencia do parasito no funcionamento das celulas 
intestinais, causando acentuada perda de peso. Nesses casos, os 
sintomas podem se tornar cronicos, caracterizando-se por varios 
meses de diarreia aquosa, que, por vezes, pode ser refrataria aos 
tratamentos existentes, apresentando mortalidade elevada. Na 
criptosporidiose grave, o numero de linfocitos CD4 e inferior a 
200/mm 3 .Alem disso, os individuos HIV positivos podem apre- 
sentar formas extraintestinais da infecgao, em que as vias e a vesi- 
cula biliar, o pancreas e o sistema pulmonar podem ser afetados. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

O diagnostico laboratorial da criptosporidiose pode ser 
feito por meio do exame microscopico (morfologia) ou por 
uso de testes imunologicos ou moleculares. 

Exame parasitologico das fezes 

A microscopia ainda e considerada o padrao ouro no diag¬ 
nostico laboratorial da criptosporidiose e e utilizada mundial- 
mente. A tecnica de coloragao mais utilizada para o diagnostico 
laboratorial e a Colorado de Kinyoun modificada, a mesma 
recomendada para evidenciar a morfologia dos oocistos de 
Cyclospora cayetanensis em fezes humanas. E importante ressal- 
tar que existe uma serie de especies de Cryptosporidium que 


sao morfologicamente identicas. Assim, a microscopia nao tern 
especificidade para gerar uma identifica^ao diagnostica em re- 
lagao a especie. Os oocistos de Cryptosporidium spp. medem 
aproximadamente 4 a 6 pm de tamanho, sao esfericos e apre- 
sentam quatro esporozoitos no seu interior. Pelo Kinyoun, os 
oocistos coram-se do rosa ao vermelho, sobre um fundo de 
coloragao azul (Figura 44.19). Pela safranina, a coloragao varia 
do vermelho a um vermelho-alaranjado. E importante reali- 
zar a morfometria com o micrometro ocular. Os oocistos de 
Cryptosporidium sp em amostras de fezes frescas ou em meio de 
armazenamento permanecem infectantes por longos periodos. 
Portanto as amostras de fezes devem ser preservadas em formol 
a 10% tamponado ou em solugao de acetato de sodio-acido 
acetico-formalina (SAF). O tempo de contato com formalina 
necessario para inviabilizar os oocistos nao e claro, assim e nor- 
malmente sugerido um periodo de pelo menos 18 a 24 horas 
para obter uma margem de seguranga. Alem disso, devem ser 
adotadas as medidas de seguranga habituais para o manuseio de 
material potencialmente infeccioso. Metodos de concentragao 
de fezes podem ser usados para melhorar o perfil de detec- 
£ao do exame microscopico. Esses metodos ajudam a separar 
o excesso de detritos fecais, possibilitando campos microscopi- 
cos menos densos e auxiliando na identificagao do protozoa- 
rio, especialmente nas amostras com baixa carga parasitaria. A 
concentragao pelo metodo do acetato de etila e formalina e 
bastante utilizada no diagnostico microscopico das infec^oes 
parasitarias como a criptosporidiose e ciclosporiase, bem como 
de infecgoes causadas por helmintos. 

Metodos imunologicos 

Para uma maior sensibilidade e especificidade, a micros¬ 
copia de imunofluorescencia e um otimo metodo de escolha, 
seguido de perto por imunoensaios enzimaticos. O teste de 
imunofluorescencia direta tern sido amplamente utilizado, 
bem como os ensaios imunoenzimaticos (Elisa). Esses testes 
(Figura 44.20) estao disponiveis comercialmente em formas 
de kits de diagnostico, o que facilita o procedimento e con- 
trole de qualidade. Entretanto esses testes nao garantem um 
diagnostico laboratorial em relagao a especie, semelhante ao 
que acontece com a aplica^ao diagnostica da microscopia. 

■ METODOS IMUNOCROMATOGRAFICOS 
PARA CRYPTOSPORIDIUM E GIARDIA 

Os metodos imunocromatograficos sao de grande utilida- 
de no diagnostico da criptosporidiose, pois sao testes de exe- 
cu^ao e interpretagao simples e que garantem a obtengao dos 
resultados em pouco mais de 10 minutos, incluindo o tempo 
que se leva para a preparagao da amostra a ser testada. Esses 
testes sao comercializados na forma de kits e vem sendo uti- 
lizados largamente em varios paises devido a alta sensiblidade 
oferecida. O formato mais popular dentro dos laboratories de 
analises clinicas e um teste imunocromatografico que detecta 
a presenga de antigenos de Giardia e Cryptosporidium spp. em 
amostras de fezes. Esse teste contem um cartucho ou cassete 
contendo anticorpos especificos para antigenos de Cryptospo¬ 
ridium spp. e Giardia. Embora somente uma amostra possa ser 
testada em cada cassete, esses kits incluem todos os reagentes 
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Figura 44.19 Oocistos de Cryptosporidium parvum corados pela Colorado de Kinyoun modificada. Nessa Colorado, os oocistos corados 
em um tom vermelho-rosado brilhante se destacam contra um fundo azul. Os esporozoitos sao visiveis no interior dos dois oocistos a direita 
nesta imagem. 

Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html. 



Figura 44.20 Oocistos de Cryptosporidium spp. (setas amarelas) e 
cistos de Giardia duodenalis (setas vermelhas) identificados com o 
teste de imunofluorescencia direta (anticorpos marcados com fluo- 
rocromo fluoresceina). 

Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html. 


e suprimentos necessarios para preparar e testar as amostras e 
30 cassetes de reagao. A presenga desses antigenos nas amostras 
geram complexos antigeno-anticorpo que sao precipitados em 
regioes especificas do cartucho, permitindo a visualizagao de 
uma linha de reatividade. Para os testes imunocromatograficos 
em geral, nao e necessario o uso de aparelhos especificos para 
a visualizagao e interpretagao dos resultados. 

Metodos moleculares 

Os testes moleculares estao, aos poucos, sendo mais utili- 
zados no diagnostico de rotina da criptosporidiose. Isso porque 
somente por meio desses testes e que se pode com seguranga 
determinar a especie infectante. Essa determinagao nao tern uma 
importancia clinica, tendo em vista que o tratamento da crip¬ 
tosporidiose nao se altera de acordo com a especie infectante. 
Entretanto a identificagao da especie e de grande relevancia nos 
estudos epidemiologicos e na identifica^ao das fontes de conta- 
minacao para o controle de epidemias. 


Cystoisospora Belli 


Lenilza Mattos Lima 


■ INTRODUCED 

No genero Cystoisospora, a especie clinicamente mais 
importante para o ser humano e a Cystoisospora belli, ante¬ 
rior mente denominado Isospora belli, e foi descoberta por 


Woodcok em 1915 e descrita por Wenyon em 1923. Esse 
protozoario pertence ao reino Protista, filo Apicomplexa, 
subclasse Coccidiasina e familia Eimeriidae. E um pequeno 
coccidio intracelular que infecta as celulas epiteliais do intes- 
tino delgado do homem, causando a cistoisosporiase, doenga 
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caracterizada por diarreia aquosa e persistente. O ser humano 
e a unica fonte reconhecida de infecgao por C. belli. 

As infecgoes por C. belli tem ampla distribuigao mundial e 
ocorrem em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sen- 
do mais frequentes nas regioes de clima tropical e subtropical. 
As areas de maior prevalencia da infecgao incluem parte da 
America Central, America do Sul, Africa e Sudeste da Asia, 
com relatos de alta ocorrencia em pacientes com HIV/AIDS e 
diarreia. A prevalencia da infecgao varia de 8% a 20% na Africa 
e no Haiti, variando de 0,2% a 3% em paises desenvolvidos 
como os Estados Unidos. No Brasil, diferentes trabalhos tem 
relatado taxas de prevalencia variando entre 2% a 10% para 
C. belli em pacientes com HIV/AIDS e quadros diarreicos. 
Atualmente, com a intro dug ao do tratamento antirretroviral 
(TARV), tem sido relatada uma diminuigao da prevalencia de 
infecgoes por C. belli. Isso pode ser explicado pela consequente 
melhora da resposta do sistema imunologico do paciente. Em 
adigao, muitos efeitos colaterais causados pelo TARV tornam 
dificil a adesao do paciente ao tratamento. Assim, a menor ou 
maior prevalencia de infecgoes por C. belli pode estar relacio- 
nada ao tratamento TARV ou com a irregularidade ou ausen- 
cia do TARV, e, ainda, com o uso ou ausencia de tratamento 
com Trimetoprim/sulfametoxazol (TMP/SMX). 

A cistoisosporiase ocorre em pacientes imunodeprimi- 
dos, especialmente aqueles com HIV/AIDS. Tambem tem 
sido relatada em individuos imunocompetentes, assim como 
em pacientes com outras imunodeficiencias celulares, tais 
como leucemia linfoblastica, doenga de Hodgkin e linfoma 
nao Hodgkin. Atinge os individuos de todas as faixas etarias e 
ambos os sexos, com relatos de surtos de diarreia em creches 
e instituigoes para doentes mentais e na diarreia do viajante 
em areas endemicas. 

■ MORFOLOGIA 

Os oocistos de C. belli sao tipicamente elipsoides e apre- 
sentam as extremidades afuniladas, mas podem ser ovais, e me- 
dem de 20 a 33 pm de comprimento por 10 a 19 pm de 
largura. A membrana cistica e dupla, porem fina, lisa e hialina. 
Quando eliminados nas fezes, os oocistos sao imaturos e con¬ 
tem um esporoblasto no seu interior (Figura 44.21). Depois da 
excregao, os oocistos amadurecem formando dois esporoblas- 
tos (Figura 44.22). Os oocistos maduros de C. belli contem dois 
esporocistos e quatro esporozoitos em cada esporocisto. 

A distingao entre os oocistos de C. belli e do Sarcocystis 
spp. (S. hominis e S. suihominis), que tambem habitam o intes- 
tino humano, e feita pelo tamanho e pelo grau de maturagao 
dos oocistos. Os oocistos de Sarcocystis spp. nas fezes humanas 
medem de 15 a 20 pm de comprimento por 8 a 10 pm de 
largura. Alem disso, a maturagao dos oocistos de Sarcocystis 
spp. se completa no epitelio intestinal, e como a membrana 
envoltoria do oocisto e muito delicada e fragil, ela facilmente 
se rompe, aparecendo nas fezes os dois esporocistos juntos ou 
isolados, cada um contendo quatro esporozoitos e um corpo 
residual refractil. E importante realizar a morfometria com o 
micrometro ocular. 


■ TRANSMISSAO E CICLO DE VIDA 

A transmissao ocorre por contaminagao fecal-oral. O 
homem pode se infectar pela ingestao de oocistos esporu- 
lados presentes em agua e alimentos contaminados. Apos a 
ingestao de oocistos maduros, os esporocistos sao liberados, 
sofrem ruptura e deixam livres os esporozoitos, que pene- 
tram nas celulas epiteliais do intestino delgado. Inicia-se a 
reprodugao esquizogonica com formagao dos esquizontes 
contendo varios merozoitos. Com a ruptura da celula para- 
sitada, os merozoitos sao liberados e invadem novas celulas, 
repetindo-se o ciclo assexuado. Alguns merozoitos sofrem di- 
ferenciagao morfologica, transformando-se em celulas sexua- 
das, chamadas gametocitos (micro e macrogametocito) que, 
por reprodugao sexuada, evoluem e formam os gametas. Apos 
a fecundagao, forma-se a celula ovo ou zigoto, que adquire 
uma membrana cistica, formando o oocisto. Na luz intestinal, 
o oocisto imaturo, contendo um esporoblasto, e eliminado 
com as fezes. A maturagao do oocisto pode ocorrer em 2 a 3 
dias, podendo permanecer viavel no meio ambiente por me- 
ses. O esporoblasto se divide em dois esporoblastos, os quais 
segregam uma membrana resistente em torno de si, forman¬ 
do dois esporocistos; ocorre uma nova divisao nuclear com 
formagao dos esporozoitos. Apos tornar-se maduro, o oocisto 
de C. belli contem dois esporocistos e quatro esporozoitos em 
cada esporocisto, sendo a forma infectante para o ser humano. 

■ PATOGENIA E ASPECTOS CUNICOS 

C. belli e considerado um patogeno oportunista. A patoge- 
nia e o quadro clinico da doenga dependem da resposta imune 
do individuo infectado. As principais alteragoes visualizadas ao 
microscopio em amostras de biopsia do intestino delgado sao 
caracterizadas pela atrofia das vilosidades intestinais, hipertro- 
fias das criptas e infiltragao celular da lamina propria, podendo 
existir numero elevado de eosinofilos juntamente com presen- 
ga intensa de celulas plasmaticas, linfocitos e leucocitos poli- 
morfonucleares. No entanto, esses achados na cistoisosporiase 
nao sao especificos e, em muitos casos, sao leves ou ate au- 
sentes. E rara a ocorrencia de cistoisosporiase com localizagao 
extraintestinal. Os poucos casos descritos foram em pacientes 
com AIDS e revelaram a presenga de cistos unizoicos extrain- 
testinais em linfonodos mesentericos, no bago, no figado e na 
vesicula biliar. Segundo os autores, estes sitios podem repre- 
sentar possiveis focos de reservatorios de C. belli, colonizando 
novamente o intestino, causando recrudescencia da doenga. 
Em adigao, podem tambem ser possiveis focos de resistencia 
do parasito e associados a recidivas da infecgao, mesmo apos o 
paciente ter sido tratado com medicagao especifica. Segundo 
alguns autores, a via linfatica ou sanguinea podem servir como 
via de disseminagao do parasito. 

Clinicamente, a cistoisosporiase e semelhante a criptos- 
poridiase, ciclosporiase, giardiase e microsporidiase. O diag¬ 
nostic laboratorial e de grande relevancia na identificagao 
do agente etiologico. Os sintomas da cistoisosporiase apare- 
cem em torno de uma semana apos a ingestao dos oocistos. 
A doenga e caracterizada por diarreia, dor abdominal, nauseas, 
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vomitos, febre, anorexia, perda de peso e desidratagao. Nos pa- 
cientes imunocompetentes, a infec^ao pode ser assintomatica 
ou ser revelada por sinais e sintomas mais leves, com diarreia 
de curta duragao. A doenga e autolimitada num periodo de 
10 a 14 dias, e raramente cronica. Os pacientes imunodepri- 
midos, especialmente pacientes com HIV, manifestam sinto¬ 
mas graves que podem persistir durante meses, com diarreia 
cronica e desidratagao. E importante ressaltar a gravidade e o 
maior risco de infec^ao por C. belli em pacientes com AIDS 
e com numero de celulas CD4 inferior a 200 celulas/mm 3 , e 
que muitas vezes nao utilizam o tratamento antirretroviral al- 
tamente potente e efetivo. Esses pacientes apresentam diarreia 
aquosa e intensa, com 8 a 10 evacuates diarias, acompanha- 
das por ma absorgao e esteatorreia. A perda de liquidos nas 
fezes e ao redor de 2 litros por dia, levando a grande perda de 
peso, grave desidratagao e desnutrigao. Em alguns pacientes 
com C. belli observa-se eosinofilia no hemograma. O trata¬ 
mento e realizado comTrimetoprim/Sulfametoxazol (TMP/ 
SMX). A doenga pode ser fatal se nao for tratada e, por outro 
lado, tambem pode ser reativada. Em individuos com AIDS ja 
foram descritos casos de colecistite acalculosa. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 
Exame parasitologico de fezes 

Os oocistos de C. belli sao identificados ao exame mi- 
croscopico das fezes frescas ou conservadas, utilizando-se os 
metodos e tecnicas parasitologicas de rotina, com ou sem Co¬ 
lorado pelo Lugol. Os oocistos geralmente aparecem com 
um esporoblasto (Figura 44.21), mas podem ser vistos com 
dois esporoblastos (Figura 44.22). Recomenda-se o exame 
de amostras multiplas, no minimo tres em dias alternados, e 
metodo de concentragao, tendo em vista a eliminagao inter- 
mitente dos oocistos e a pequena quantidade dos mesmos na 
amostra fecal. Os metodos mais utilizados sao: centrifugo- 



Figura 44.21 Oocisto imaturo de Cystoisospora belli com um espo¬ 
roblasto. Objetiva de 40 X. Microscopio de contraste de fase. 

Fonte: (Imagem capturada no Laboratorio de Parasitologia Clinica do 
ACL/UFSC pela Prof a Lenilza Mattos Lima). 


-flutuagao em solugao de sacarose de Sheater, centrifugo- 
-flutuagao em solugao de sulfato de zinco (densidade 1,18 
g/mL) e centrifugo-sedimentagao em sistema formalina-eter 
ou formalina-acetato de etila, aumentando-se, assim, a proba- 
bilidade de resultados positivos na detec^ao das formas parasi- 
tarias. A utilizagao combinada de metodos de concentra^ao e 
tecnica de Colorado facilita a detecgao de oocistos de C. belli. 

Entre as coloragoes, destacam-se a coloragao pela safra- 
nina, e as derivadas da fucsina-fenicada: Kinyoun modificado, 
Ziehl-Neelsen modificado e DMSO-fucsina-fenicada. Nas 
coloragoes derivadas da fucsina-fenicada, os oocistos imaturos 
apresentam-se corados do rosa ao vermelho, ao purpura inten- 
so, sobre um fundo de coloragao azul ou verde (Figura 44.23). 
Pela coloragao da safranina modificada, os oocistos aparecem 
corados do vermelho a um brilhante vermelho-alaranjado. O 
protozoario pode ser identificado nos esfregagos permanentes 
corados pelo tricromico (Figura 44.24). Os cristais de Char- 
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Figura 44.22 Oocistos imaturos de Cystoisospora belli com dois 
esporoblastos. Objetiva de 40X com escala ocular: fator de mul- 
tiplicapao 2,5. 

Fonte: Lenilza Mattos Lima (http://www.parasitologiaclinica.ufsc.br). 
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Figura 44.23 Oocistos imaturos de Cystoisospora belli. Notar oo¬ 
cistos completamente corados (a esquerda). Colorapao derivada da 
fucsina-carbonicada. Objetiva de 20 X. 

Fonte: Lenilza Mattos Lima (http://www.parasitologiaclinica.ufsc.br). 


capitulo 44 


499 













Tratado de Analises Clinicas 


cot-Leyden sao comumente observados nas fezes, mas e rara 
a presenga de sangue e leucocitos. C. belli tambem pode ser 
identificada em associagao com os outros dois coccidios intes- 
tinais: Cryptosporidum spp. e Cyclospora cayetanensis. 
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Figura 44.24 Oocistos imaturos de Cystoisospora belli com dois es- 
poroblastos. Colorado pelo tricromico. Objetiva de 40 X. 

Fonte: (Imagem capturada no Laboratorio de Parasitologia Clfnica do 
ACL/UFSC pela Prof 3 Lenilza Mattos Lima). 


Os aspirados do duodeno ou amostras de biopsias do 
intestino delgado podem ser utilizados quando existe suspeita 
de infec^ao e os exames de fezes sao negativos. 

Tecnicas moleculares: Rea<;ao em cadeia da 
polimerase - PCR 

Varios trabalhos descritos na literatura mostram que 
a PCR em tempo real na amostra fecal e uma valiosa fer- 
ramenta de diagnostico para estudos epidemiologicos. Em 
adi^ao, tern o potencial de detectar infec^oes por C. belli 
em pacientes com numero muito baixo de oocistos nas 
fezes, permitindo aumentar a probabilidade de diagnostico 
de cistoisosporiase no laboratorio clinico, em particular 
na diarreia de viajantes. E uma ferramenta de diagnostico 
promissora. 

Outras tecnicas de diagnostico 

Os oocistos podem ser diagnosticados pela microscopia 
de fluorescencia pela luz ultravioleta, exibindo uma brilhante 
e visivel autofluorescencia em azul intenso (filtro de excita- 
gao de 330 a 380 DM) quando submetidos a a^ao da luz ul¬ 
travioleta. Ate o momento nao foram desenvolvidas tecnicas 
imunologicas promissoras para diagnosticar a C. belli. 


Blastocystis spp. 


Lenilza Mattos Lima Karin Silva Caumo 


■ INTRODUgAO 

O Blastocystis e um protozoario unicelular que habita 
o trato intestinal dos seres humanos e animais. E o agente 
etiologico da blastocistose. Estudos relatam que existem pelo 
menos 13 linhagens geneticamente distintas, mas ate ago¬ 
ra nove subtipos (genotipos) de Blastocystis foram descritos, 
com base na analise de subunidades ribossomais pequenas do 
gene RNA (SSU rRNA), cada um deles com caracteristi- 
cas diferentes. Provavelmente cada subtipo demonstra a sua 
propria patogenicidade, e, portanto, e necessario conhecer 
os subtipos especificos de cada regiao. Pela atual conven^ao, 
qualquer dessas especies em humanos seria identificada como 
Blastocystis hominis quando presentes em amostras fecais. En- 
tretanto, devido a essa grande diversidade, sugere-se que atu- 
almente o parasito seja referido como Blastocystis spp. 

Em 1911,Alexeleff criou o genero Blastocystis, e, em 1912, 
Brumpt detectou o organismo no material fecal humano e 
defmiu a especie como Blastocystis hominis, o qual foi por muito 


tempo classificado como fungo ou levedura. Em 1976, Zierdt 
& Tan reclassificaram e inclmram esse parasito entre os pro- 
tozoarios. Recentemente, baseado em estudos moleculares, 
Blastocystis spp. foi incluido no grupo Stramenopiles, um ramo 
da Chromalveolata. No entanto, varias questoes sobre esse pro¬ 
tozoario ainda necessitam ser esclarecidas, especialmente nos 
aspectos relacionados a taxonomia, biologia e patogenia. 

Alem do ser humano, a infecgao por Blastocystis spp. foi 
relatada em animais como repteis, suinos, aves e mamiferos, 
incluindo animais domesticos e de companhia. Os seres hu¬ 
manos podem ter infec^oes zoonoticas. A blastocistose hu- 
mana tern ampla distribuigao mundial, ocorrendo nas regioes 
tropicais e subtropicais, apresentando maior prevalencia nos 
paises em desenvoivimento, cujos indices podem variar de 
30% a 60%. Nos paises desenvolvidos, esses indices costumam 
estar entre 1,5% a 10%. O Blastocystis spp. e considerado o 
mais comum dos protozoarios encontrados em amostras de 
fezes humanas. No Brasil, ainda e pequeno o numero de pu- 
blica^oes que registram as taxas de prevalencia de Blastocystis 
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spp. em amostras fecais de individuos imunocompetentes e 
pacientes imunodeprimidos. Notavelmente, muitos labora¬ 
tories nao registram a presenga de Blastocystis por causa da 
visao de longa data de que e um organismo nao patogenico, 
ou ainda por falta de conhecimento do pleomorfismo do 
Blastocystis spp. na identificagao microscopica. 

■ MORFOLOGIA 

Blastocystis spp. sao organismos polimorficos que apre- 
senta quatro formas classicas descritas na literatura: vacuo¬ 
lar, granular, ameboide e cistica. A forma vacuolar e esferica, 
as vezes com aspecto irregular, sendo caracterizada por um 
grande vacuolo central (corpo central) e medindo de 2 a 200 
pm de diametro, com media de 4 a 15 pm de diametro, vi- 
sualizando-se uma fina borda de citoplasma com um a quatro 
nucleos e muitos granulos. E a forma mais comum e mais 
tipica encontrada nas amostras de fezes e em meios de cultivo 
(Figura 44.25 A, B, C). A forma granular e rara em amostras 
fecais, sendo mais comum em meios de cultura. Apresenta 
muitos granulos no vacuolo central, diferenciando da forma 
vacuolar. Seu tamanho varia de 15 a 25 pm de diametro e 
possui de um a quatro nucleos. A visualizagao da forma ame¬ 
boide e mais frequente em meios de cultura, mas tambem e 
observada nas fezes.Tern forma irregular e lobulada, mede de 
3 a 8 pm de diametro, tern de um a tres nucleos centrais, au- 
sencia de vacuolo, e possui estruturas semelhantes a pseudo- 
podes. E comum a presenga de bacterias em seu citoplasma. 

A forma cistica foi recentemente descrita e mede de 2 
a 5 pm de diametro. O cisto e esferico ou oval, possui uma 
parede cistica de multiplas camadas, e no citoplasma sao ob- 
servados de um a quatro nucleos, vacuolos pequenos e in- 
clusoes. Nos exames de fezes tambem podem ser observadas 
as formas multivacuolar e avacuolar. A forma multivacuolar 
e menor que a forma vacuolar, medindo de 5 a 8 pm de 
diametro. Possui um a dois nucleos no citoplasma e varios 
vacuolos pequenos. A forma avacuolar foi descrita em amos¬ 
tras de fezes diarreicas e em material de colonoscopia. Mede 
aproximadamente 5 pm de diametro, com um a dois nucleos, 
e se caracteriza pela ausencia de vacuolo central. 

■ TRANSMISSAO E CICLO DE VIDA 

Os cistos excretados com as fezes do hospedeiro sao as 
formas infectantes do parasito, e a transmissao ocorre por 
contaminagao fecal-oral. O homem pode se infectar pela in- 
gestao de cistos presentes em agua e alimentos contaminados, 
ou pelo contato direto entre pessoas, e ainda pelas mas con- 
digoes de higiene. O ciclo de vida desse protozoario ainda 
nao foi totalmente esclarecido, contudo, nas proposigoes mais 
recentes, os autores consideram que o mecanismo de mul- 
tiplica^ao de Blastocystis spp. ocorre por divisao binaria. Os 
cistos infectam as celulas do intestino grosso e se multiplicam 
assexuadamente, sofrem desencistamento com liberagao das 
formas vacuolares, que se diferenciam em formas multiva- 
cuolares e ameboides. As formas multivacuolares desenvolvem 


um pre-cisto e, por esquizogonia, formam os cistos de parede 
fina, que sao responsaveis pela autoinfec^ao e manutengao da 
colonizagao. As formas ameboides, tambem apos um estado 
de pre-cisto e reprodugao esquizogonica, se diferenciam em 
cistos de parede grossa que sao eliminados pelas fezes. 

■ PATOGENIA E ASPECTOS CUNICOS 

A infec^ao por Blastocystis spp. ainda envolve varias 
controversias em relagao a a^ao patogenica, pois alguns au¬ 
tores consideram que esse protozoario e comensal, e outros 
acreditam que ele pode causar sintomas inespecificos, como 
diarreia, dor abdominal, nauseas, vomitos, anorexia, prurido 
perianal e flatulencia. A diarreia pode ser aguda e autolimita- 
da ou cronica. As observa^oes conflitantes se devem ao fato 
de que a maioria dos individuos acometidos por esse proto¬ 
zoario se apresenta assintomatica, e nos casos sintomaticos 
a remissao dos sintomas muitas vezes ocorre sem que tenha 
ocorrido tratamento especifico. Em adigao, alguns estudos 
descrevem o Blastocystis como um patogeno oportunista em 
pacientes imunocomprometidos, relacionando a patogenia 
com a imunocomprometidos, virulencia da cepa e com a 
carga parasitaria. E importante ressaltar que o Blastocystis spp. 
pode ser encontrado coinfectando os individuos com outros 
micro-organismos patogenos. 

Recentes estudos sugerem que a infeegao por Blastocystis 
spp. esta associada com a sindrome do intestino irritavel (SII). 
E possivel que as interagoes entre o protozoario e o hospe¬ 
deiro e as condigoes do ambiente intestinal causada pela SII 
possam favorecer o desenvolvimento do Blastocystis. Entre- 
tanto, ainda existe controversia entre os estudos, destacando a 
necessidade de maiores investigates da SII e de subtipos de 
Blastocystis associados a essa doen^a. Existem varios relatos de 
casos que sugerem que a infeegao por Blastocystis esta associa¬ 
da com manifestagoes cutaneas, particularmente a urticaria. 
As formas ameboides de Blastocystis ST3 foram encontradas 
em um caso de urticaria aguda. Foi sugerido que a forma 
ameboide adere eficazmente ao epitelio intestinal, afetando 
a homeostase imunologica do intestino e causando uma res- 
posta inflamatoria contra o parasito. 

Os fatores que determinam a patogenicidade e a virulen¬ 
cia do Blastocystis incluem a carga parasitaria, o estado imune 
do hospedeiro, o genotipo do parasito (subtipo) e o tratamento. 
Pode-se incluir tambem o estudo da presenga de proteases. O 
real envolvimento desse protozoario como agente etiologico 
na patogenia dos disturbios intestinais deve ser considerado 
quando se confirma a inexistencia de outros agentes patoge- 
nicos (virus, protozoarios, bacterias e helmintos). Porem as li- 
mitagoes dos estudos incluem a dificuldade de eliminagao de 
todos os outros agentes patogenicos, o tamanho adequado da 
amostra e duragao do transporte, o numero de amostras ana- 
lisadas, as defmi^oes do genotipo ou subtipo de Blastocystis e 
os criterios de relatos se o numero de Blastocystis por campo 
em 400X ou l.OOOx e maior que cinco formas encontradas. 
Stenzel e Boreham (1996) estabeleceram a presenga de cinco 
ou mais organismos por campo no aumento de l.OOOx como 
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um indicador de patogenicidade. Os estudos sobre a classifica- 
gao de Blastocystis em varios genotipos, por meio de tecnicas 
moleculares, poderao permitir uma melhor compreensao e co- 
nhecimento da patogenia e das variagoes dos sintomas, alem da 
resposta ao tratamento na blastocistose. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 
Exame parasitologico de fezes 

O Blastocystis e identificado no exame microscopico das 
fezes, utilizando-se os metodos e tecnicas parasitologicas de 
rotina, com ou sem coloragao pelo Lugol (Figura 44.25 A, B 
e C e Figura 44.26.). Os esfregagos permanentes corados pelo 
tricromico (Figura 44.27), hematoxilina ferrica ou Giemsa 
sao recomendados, pois facilitam a detec^ao e identificagao 
do Blastocystis spp. Recomenda-se o exame de amostras mul- 
tiplas, no minimo tres em dias alternados, tendo em vista a 
elimina^ao intermitente desse protozoario. Em adigao, os 
metodos de concentragao utilizando-se a formalina a 10% e 
eter ou acetato de etila aumentam a probabilidade de resulta- 
dos positivos na detec^ao das formas parasitarias. 

Na analise de amostras de fezes frescas, ressalta-se a im¬ 
portance de substituir a agua pela solugao salina a 0,85% nos 
procedimentos de dilui^ao e lavagem do sedimento fecal, pois 
a agua pode causar a lise das formas vacuolar, granular e mul- 
tivacuolar, conduzindo a um resultado falso-negativo. Entre- 
tanto, se as fezes forem previamente fixadas e preservadas, as 
formas parasitarias do Blastocystis spp. nao serao destruidas. O 
exame direto de fezes frescas, corado ou nao pelo Lugol, pode 
ser utilizado, porem, por apresentar baixa sensibilidade, podera 
dificultar a detecgao de pequeno numero do parasito na amos- 
tra analisada. A presenga do Blastocystis spp. na amostra fecal 
devera ser quantificada em raros (+), poucos (++), moderados 
(+++) ou muitos (++++) quando o numero e > 5 para cada 
40 campos microscopicos observados. 

■ Cultura: pode-se obter cultivo em meio bifasico que 
contem uma fase liquida com solugao de Locke e soro 
de cavalo e fase solida composta pela coagulagao do ovo 
total. O meio monofasico de Pavlova com sais de fosfato 
e sodio, amido de arroz e soro de cavalo tambem e em- 
pregado no cultivo. Os tubos sao incubados a 36°C por 
24h a 72h. 


I 
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Figura 44.26 Formas vacuolares de Blastocystis spp. coradas pelo 
Lugol. Objetiva de 40 X. 

Fonte: Cortesia da Prof 3 Dr a .Karin Silva Caumo - Laboratorio Didatico de 
Parasitologia Clfnica, Departamento de Analises Clinicas da UFSC. 





Figura 44.27 Forma vacuolar de Blastocystis spp. corada pelo tricro¬ 
mico. Aumento de 1.000X. 

Fonte: Prof 3 Lenilza Mattos Lima (http://www.parasitologiaclinica.ufsc.br). 



Figura 44.25 (A, B e C) Formas vacuolares de Blastocystis spp. coradas pelo Lugol. Objetiva de 40 X. Em A e C: escala ocular: fator de 
multiplicapao 2,5. 

Fonte: Prof 3 Lenilza Mattos Lima (http://www.parasitologiaclinica.ufsc.br). 
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■ Tecnicas moleculares: Rea^ao em cadeia da polimerase 
- PCR, padronizada para a detec^ao de Blastocystis spp. nas 
fezes, permite a identificagao de subdpos. 

■ Outros metodos e tecnicas de diagnostico: Colora¬ 
do pela tinta da china, e ensaio imunoenzimatico (Elisa) 
para anticorpos. Os metodos imunologicos nao estao 
disponiveis para uso em laboratories clinicos, pois ainda 
estao em desenvolvimento. 

Comentarios 

1. Se forem fezes frescas, as mesmas nao devem ser lavadas com 
agua antes do exame de identificagao do Blastocystis spp. 


2. A forma vacuolar e a mais tipica e comum nos exames 
de fezes. Contudo, e importante conhecer e entender a 
ocorrencia do polimorfismo no diagnostico desse proto- 
zoario, principalmente no fato de poder se encontrar ou- 
tras formas pequenas, como a multivacuolar, e tambem 
os cistos. 

3. As formas do Blastocystis spp. podem ser confundidas com 
leucocitos ou cistos de Entamoeba hartmanii, Endolimax 
nana e Iodameoba biitschlii, e ainda o cisto pode ser con- 
fundido com leveduras. Ocasionalmente, podem-se en¬ 
contrar formas em divisao binaria. 

4. A presenga de Blastocystis spp. deve ser relatada quando 
encontrado nos exames de fezes. 


Amebas de Vida Livre 


Marilise Brittes Rott Karin Silva Caumo 


■ INTRODUgAO 

Amebas de vida livre (AVL) sao protozoarios unicelulares 
amplamente dispersos no ambiente, capazes de causar infec- 
£oes em humanos e animais. No grupo das AVL destacam-se 
diversas especies do genero Acanthamoeba, o ameboflagelado 
Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris e Sappinia pedata. 

Especies do genero Acanthamoeba e B. madrillaris causam 
infec^oes oportunistas em individuos imunocomprometidos 
ou debilitados, tais como encefalite amebiana granulomatosa, 
lesoes cutaneas, infeegoes nasofaringeas, pulmonares e renais. 
Acanthamoeba spp. tambem causam ceratite amebiana, uma 
infec^ao ocular nao oportunista, que atinge principalmente 
usuarios de lentes de contato. 

Dentre as quarenta e sete especies descritas para o gene¬ 
ro Naegleria, apenas Naegleria fowleri causa meningoencefalite 
aguda hemorragica e fulminante, levando a morte individuos 
saudaveis com historia de contato com agua contaminada. S. 
pedata , uma AVL normalmente encontrada em solo contami- 
nado com fezes de alguns animais, tambem foi identificada 
como especie causadora de encefalite. 

Acanthamoeba spp. 

O genero Acanthamoeba foi criado em 1931 porVol- 
konski, porem o primeiro indicio de que esse organismo 
poderia causar doenga em humanos ocorreu em 1958, 
quando em cultivos celulares utilizados em ensaios para 
desenvolvimento de uma vacina para poliomielite apare- 
ceram amebas, pertencentes ao genero Acanthamoeba, que 


apos serem inoculadas em modelos animais causaram en¬ 
cefalite. A partir de 1970 foram relatados os primeiros ca- 
sos de doengas em humanos claramente ocasionados por 
Acanthamoeba spp. 

As especies de Acanthamoeba estao entre os protozoarios 
mais frequentes na natureza, pois seus cistos sao altamente 
resistentes a diversas condigoes adversas, como elevadas tem- 
peraturas, pH e tambem a desinfec^ao pelo cloro. Estao dis- 
tribuidas por todo o mundo e ja foram isoladas do solo, ar e 
agua, como tambem de animais e de humanos. 

Com base em criterios morfologicos, mais de 24 es¬ 
pecies ja foram reconhecidas no genero Acanthamoeba. Es- 
sas especies sao classificadas em tres grupos (Grupos 1, 2 e 
3), de acordo com a morfologia de seus cistos. Entretanto 
verificou-se que a morfologia dos cistos pode variar com 
as condigoes de cultivo, fato que torna inconsistente o uso 
somente deste parametro para classifica^ao especifica. Atual- 
mente, o sequenciamento do 18S rDNA tern sido utilizado 
para diferenciagao de isolados e entendimento da filogenia 
de Acanthamoeba e, ate o momento, 20 genotipos ja foram 
identificados (T1 aT20). 

Alem do seu potencial patogenico, Acanthamoeba spp. 
podem servir como hospedeiros para bacterias patogeni- 
cas, tais como Eegionella spp., e para um grande numero 
de outras bacterias, incluindo Francisella tularensis, Myco¬ 
bacterium avium, Burkholderia spp., Vibrio cholerae, Listeria 
monocytogenes, Helicobacter pylori, Afipiajelis e Escherichia coli 
sorotipo 0157. 
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■ MORFOLOGIA E CICLO DE VIDA 

O ciclo de vida das especies de Acanthamoeba envolve 
duas formas: uma forma ativa, o trofozoito e uma forma 
latente conhecida como cisto (Figura 44.28). O trofozoito 
mede entre 14 e 40 pm de diametro e se alimenta por fa- 
gocitose de bacterias, algas, leveduras, outros protozoarios, 
materia organica ou por inclusao de particulas liquidas. Por 
meio da emissao de pseudopodes globosos e hialinos, sur- 
gem pseudopodes finos, semelhantes a espinhos, chamados 
de acantopodios, que sao estruturas caracteristicas do genero, 
apresentando-se como proje^oes aciculiformes da membra- 
na celular, importantes na adesao a superficies (biologicas ou 
inertes), nos movimentos celulares, bem como na captura de 
organismos. Reproduz-se atraves da divisao binaria. Em si¬ 
tuates adversas, como a falta de alimentos, variagoes de pH e 
temperatura e a presenga de agentes quimicos, os trofozoitos, 
para sua prote^ao, encistam-se. O cisto pode variar de 10 a 
20 pm de diametro e apresenta uma dupla membrana, a ex¬ 
terior, conhecida como ectocisto, e a interior, denominada 
endocisto (Figura 44.28). 

■ TRANSMISSAO 

As infec^oes causadas por Acanthamoeba spp. acontecem 
quando trofozoitos ou cistos presentes no ambiente entram 
em contato com os olhos, com feridas na pele ou atraves do 
trato respiratorio, resultando no possivel estabelecimento e 
proliferagao dos trofozoitos nos tecidos do hospedeiro. 

■ PATOGENIA E ASPECTOS CUNICOS 

Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG) — e a infec- 
gao do SNC causada por Acanthamoeba spp. E considerada 
uma infec^ao oportunista, pois quase todos os casos relatados 
ate o momento se referem a individuos imunologicamente 
debilitados, especialmente aqueles que ja sofreram algum tipo 
de terapia ou situagao imunossupressora, como alcoolismo, 



gravidez, quimioterapia, uso de antibioticos de amplo espec- 
tro e pacientes com HIV/AIDS. 

Os mecanismos associados com a patologia nao estao 
muito claros, mas as complicates patofisiologicas envolvem 
o sistema nervoso central (SNC), com indugao de uma res- 
posta pro-inflamatoria, a partir da invasao pela barreira hema- 
toencefalica e a ligagao ao tecido, seguida de lesao neuronal. 

A EAG e caracterizada pela formagao de granulomas, no 
entanto, raramente sao observados granulomas em individuos 
com imunodeficiencia grave. As lesoes granulomatosas for- 
madas durante o processo da EAG sao compostas de amebas 
(trofozoitos e cistos), microglia, macrofagos, leucocitos poli- 
morfonucleares, linfocitos T e celulas B. O periodo de incu- 
bagao na EAG pode variar de semanas a meses. Os sintomas 
desta condigao desenvolvem-se lentamente ao longo do tem¬ 
po e incluem dores de cabe^a, tontura, rigidez de nuca, nausea 
e vomitos. Outras areas do corpo podem ser atingidas pela via 
hematogenica, incluindo rins, pancreas, prostata e utero. 

Ceratite por Acanthamoeba - infec^oes da cornea causa¬ 
das por Acanthamoeba spp. costumam estar associadas ao uso 
de lentes de contato, podendo tambem ocorrer a partir de 
traumas oculares. 

A ceratite amebiana e uma doen^a progressiva e dolo¬ 
rosa. Clinicamente os sintomas estao ligados a invasao e a 
degradagao dos componentes da cornea, resultando em ver- 
melhidao, lacrimejamento, fotofobia, opacidade e edema nas 
palpebras. A dor relatada na ceratite amebiana, provocada por 
ceratoneurite radial, geralmente e muito intensa e nao dire- 
tamente relacionada com o quadro clinico visual e ocorre 
pelo contato de amebas com as celulas nervosas no estroma 
da cornea. Inicialmente as amebas sao restritas ao epitelio 
da cornea, com erosoes epiteliais puntiformes e tardiamente 
invadem o estroma, causando dano, opacidade e inflamagao, 
provocados pela presenga de neutrofilos, gerando um infil- 
trado em forma de anel, que e tipico da ceratite amebiana. 
Alem da formagao do abcesso anelar, poderao ocorrer es- 
clerite, glaucoma, catarata, perfuragao da cornea e infecgoes 



Figura 44.28 Acanthamoeba spp. (A) Trofozoito e (B) cisto de Acanthamoeba spp. por microscopia de contraste de fase. 
Fonte: Cortesia da Prof 3 Marilise B. Rott e Karin S. Caumo. 
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microbianas secundarias. O tecido corneano infectado pode 
conter cistos e trofozoitos do protozoario. 

■ DIAGNOSTICO LAB 0 RATO RIAL 

O diagnostico da ceratite por Acanthamoeba spp. e feito 
por demonstragao do cisto em raspado de cornea atraves de 
montagem a fresco, ou biopsia e coloragoes (Giemsa, Wright 
ou tricromico), ou ainda por cultivo em placas de agar nao 
nutriente 1,5% coberto com bacterias, tais como Escherichia 
coli ou Enterobacter aerogenes e incubadas a 30 °C, por varios 
dias (Figura 44.29). 

O isolamento de Acanthamoeba em cultivo e o metodo 
padrao-ouro de diagnostico, mas outros metodos tambem 
tern sido utilizados na identifica^ao, como Reagao em Ca- 
deia da Polimerase (PCR), imuno-histoquimica, microscopia 
confocal in vivo e biopsia corneana. O diagnostico labora- 
torial de ceratite amebiana em usuarios de lentes de conta- 
to tambem pode ser realizado a partir da analise/cultivo de 
amostras de solugao ou biofilme das lentes de contato e de 
seus estojos. 

O diagnostico da EAG e feito por demonstragao de tro¬ 
fozoitos e cistos em biopsia do cerebro, cultivo e imunofluo- 
rescencia usando anticorpos monoclonais. O liquor apresenta 
pleocitose linfocitica, niveis de proteinas levemente aumen- 
tados e glicose normal ou levemente baixa. 

A tomografia do cerebro apresenta resultados inconclusivos. 

Balamuthia mandrillaris 

A B. mandrillaris foi isolada pela primeira vez em 1986, 
a partir de uma ulcera no cerebro de um babuino mandril, 
que morreu de encefalite amebiana granulomatosa (EAG) no 
zoologico de San Diego, Estados Unidos. Formalmente des- 
crita como uma ameba Leptomixida, encontrada no solo e na 
poeira, conhecida por ser a unica especie do genero capaz de 
causar infecgoes em humanos e animais, tais como infecgoes 
cutaneas e no SNC. 


A EAG causada por B. mandrillaris , tambem conhecida 
como balamutiase apresenta caracteristicas clinicas similares a 
infec^ao causada por Acanthamoeba spp., entretanto ela pode 
infectar individuos saudaveis. 

A balamutiase e uma doenga rara, grave e frequentemen- 
te fatal; existem cerca de 200 casos descritos desde o primei- 
ro descoberto em 1986, porem o numero de casos pode ser 
maior em consequencia de ser uma infec^ao rara, somada 
a dificuldade no diagnostico. Recentemente foram descritos 
casos de transmissao ocorridos atraves de transplantes de or- 
gaos solidos. 

■ MORFOLOGIA E CICLO DE VIDA 

O ciclo de vida de B. mandrillaris e semelhante ao do 
genero Acanthamoeba , apresentando as formas de trofozoito 
e cisto. Morfologicamente, os trofozoitos de B. mandrillaris 
sao pleomorficos, medindo de 12 a 60 pm. Apresentam pro- 
longamentos citoplasmaticos denominados lobopodios e fi- 
lopodios, sao uninucleados, com nucleolo grande e central. 
Os cistos de B. mandrillaris possuem aproximadamente 12 a 
30 pm de diametro, sao esfericos, uninucleados e, sob a luz 
microscopica, parecem ter dupla camada, com uma parede 
externa enrugada e outra interna lisa. Ultraestruturalmente, 
no entanto, os cistos possuem tres paredes: o endocisto, o ec- 
tocisto e o mesocisto, caracterizado por uma camada amorfa 
fibrilar intermediary. 

■ TRANSMISSAO 

Os cistos e trofozoitos de B. mandrillaris presentes no solo 
e no ar podem infectar humanos pelo neuroepitelio olfativo 
ou rota hematogenica. Pelo neuroepitelio olfativo, apos a ina- 
lagao, o protozoario podera atravessar a lamina cribiforme e 
chegar ao SNC, resultando em disseminagao. Na rota hema¬ 
togenica, as amebas, apos infec^ao por contato com lesoes de 
pele ou cortes, podem se disseminar pela corrente sanguinea, 
invadindo o SNC via barreira hematoencefalica. 



Figura 44.29 (A) Trofozoitos e (B) cistos de Acanthamoeba spp. observados em cultura de um caso de ceratite amebiana. 
Fonte: Cortesia Prof 3 Karin S. Caumo. 
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■ PATOGENIA E ASPECTOS CUNICOS 

As caracteristicas clinicas da EAG causada por B. mandril- 
laris sao similares as que ocorrem na encefalite causada por 
Acanthamoeba spp., entretanto a balamutiase pode afetar tanto 
individuos imunocompetentes como imunocomprometidos, 
particularmente criangas e idosos. Em muitos casos, observa- 
-se a presenga de lesoes cutaneas e ulceras antes da infec^ao 
do SNC. A doen^a possui uma fase cronica, que pode durar 
semanas ou meses ate o surgimento dos sintomas, tais como 
febre baixa, dor de cabega extrema, nausea, vomitos, foto- 
fobia, tonturas, rigidez de nuca, estado de confusao mental, 
letargia, levando a morte em cerca de 95% dos casos. 

No SNC, observam-se edemas e focos hemorragicos, 
presenga de granulomas no tronco cerebral, hemisferios cere¬ 
brals e cerebelo.As areas de necrose estao repletas de neutro- 
filos, celulas mononucleares e celulas gigantes multinucleadas. 
Os trofozoitos e cistos sao vistos intercalados com infiltrados 
neutrofilicos e macrofagos. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

Os pacientes com balamutiase apresentam sintomas clini- 
cos inespecificos, por isso a busca pelo agente normalmente e 
realizada como diagnostico diferencial, principalmente a partir 
de dados como o historico de exposigao do paciente, presenga 
de ulceragoes na pele e alteragoes neurologicas. Analises por 
tomografia computadorizada e ressonancia nuclear magnetica 
sao eficientes para detectar as lesoes no SNC em individuos in- 
fectados. Na analise do LCR nao e possivel visualizar trofozoi¬ 
tos, mas pode revelar pleocitose linfocitica, nlveis de proteina 
elevados, niveis normais ou baixos de glicose, alem de niveis de 
pressao normais ou levemente elevados. 

Amostras de biopsia cerebral podem apresentar cistos 
e trofozoitos de B. mandrillaris . Pela dificuldade de diferen- 
ciagao entre Acanthamoeba spp. e B. mandrillaris por corte e 
coloragao com hematoxilina-eosina, tecnicas de imuno-his- 
toquimica sao realizadas, utilizando soros com anticorpos de 
coelho 2 inti-Acanthamoeba ou anti-B. mandrillaris. 

Em casos de lesoes na pele (ulcera£oes),pode-se observar 
cistos e trofozoitos a partir da biopsia da lesao. 

A cultura in vitro de B. mandrillaris pode ser estabelecida 
por inoculagao de tecido proveniente de lesao cerebral ou 
pele sobre celulas de mamifero. 

Alem da pesquisa de anticorpos 2 Lnti-Balamuthia no soro 
do paciente, metodos moleculares baseados em PCR tern 
sido utilizados na detec^ao de B. mandrillaris. 

Naegleria fowleri 

O protozoario N. fowleri e um ameboflagelado termofi- 
lico, considerado como o agente etiologico da meningoen- 
cefalite amebiana primaria (MAP), uma infec^ao aguda e 
fulminante do SNC, frequentemente fatal. Das 47 especies 
conhecidas, somente a especie N. fowleri e patogenica ao ser 
humano. Trata-se de uma ameba de vida livre de distribuigao 
mundial, encontrada no solo e na agua, principalmente na 


agua aquecida e sem clora^ao, capaz de tolerar temperaturas 
entre 40 °C e 45 °C. 

Os casos de MAP sao raros e, na maioria das vezes, fatais. 
O primeiro caso humano foi descrito em 1962 por Rodney 
E Carter, em um jovem na Australia com diagnostico post 
mortem. Desde entao, aproximadamente 250 casos ja foram 
relatados, a maioria deles nos Estados Unidos, com apenas 
tres sobreviventes de 133 casos relatados pelo CDC. O nu- 
mero anual de infec^oes nos Estados Unidos varia de 0 a 8, 
com maior ocorrencia no verao, quando as temperaturas do 
ar e da agua sao mais elevadas. 

Nos ultimos anos, N. fowleri tornou-se mais conhecida 
devido ao aumento de casos altamente complexos, embora 
o impacto das infecgoes por esse protozoario seja desconhe- 
cido, dado o provavel sub diagnostico nos diferentes paises. 
Do ponto de vista epidemiologico, o risco de adquirir a me- 
ningoencefalite por N. fowleri cresce proporcionalmente ao 
aumento da contaminagao e temperatura da agua. Ha maior 
incidencia em criangas e jovens com historia recente de na- 
ta^ao em lagos e piscinas aquecidas. 

■ MORFOLOGIA E CICLO DE VIDA 

Observam-se tres estagios no ciclo de vida de N. fowleri: 
as formas de cisto, trofozoito e flagelada. O trofozoito e a 
forma infectante da ameba e a forma encontrada no liquido 
cefalorraquidiano e tecido cerebral, enquanto as formas fla- 
geladas podem ser encontradas ocasionalmente no liquido 
cefalorraquidiano. Os trofozoitos medem de 10 a 35 pm, 
com aparencia granular, um unico nucleo, pseudopodes do 
tipo lobopode e se reproduzem por divisao binaria. Essas 
formas infectam humanos ou animais, penetrando o tecido 
nasal e migrando para o cerebro via trato olfatorio, atraves 
da invasao do microrganismo pela lamina cribiforme (que 
e mais porosa em criangas e adultos j ovens), resultando em 
dissemina^ao para o SNC, causando a MAP. 

Os trofozoitos se diferenciam em forma flagelada em res- 
posta a estimulos do ambiente. A forma flagelada mede de 10 
a 16 pm e tern um nucleo com grande nucleolo, geralmente 
biflagelada, mas tres ou quatro flagelos tambem podem ser 
vistos. O flagelado nao tern um citostoma e, portanto, nao 
pode se alimentar. 

O trofozoito transforma-se em cisto resistente sob con- 
digoes adversas. O cisto geralmente e esferico e liso, mede 
de 7 a 14 pm e possui dupla parede, com endocisto espesso 
e ectocisto. Possui um unico nucleo e nucleolo proeminente. 
Os cistos nao sao encontrados nos tecidos, mas podem ser 
vistos distribuidos no ambiente e em cultivo. 

■ TRANSMISSAO 

A transmissao ocorre via trato olfatorio atraves da agua 
contaminada com trofozoitos de N. fowleri, quando esta e bor- 
rifada ou forgada para dentro da cavidade nasal. A maioria dos 
casos ocorre em criancas e j ovens adultos saudaveis durante ati- 
vidades aquaticas recreativas nos meses quentes do ano, sobre- 
tudo em lagos, piscinas, locais contendo agua fresca e aquecida. 
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■ PATOGENIA E ASPECTOS CUNICOS 

O conhecimento sobre os fatores de virulencia de N. 
fowleri ainda e muito limitado. Observa-se que as lesoes sao 
hemorragicas e necroticas, atingindo inicialmente o lobo 
frontal e o bulbo olfatorio, evoluindo para outras areas do 
SNC, incluindo a base do cerebro, o tronco encefalico e o 
cerebelo.Varios estudos in vitro mostram que a ameba, quan- 
do inoculada em cultura celular, apresenta efeito citopatico 
capaz de destruir a monocamada. 

O periodo de incubagao da MAP varia de 2 a 15 dias. A 
doenga progride rapidamente e os sinais e sintomas de aco- 
metimento meningoencefalico incluem febre alta, cefaleia 
intensa, nauseas, vomitos e rigidez na nuca. Outros sintomas 
incluem anormalidades no paladar e olfato, congestao nasal, 
sinal de Kernig, fotofobia, aumento na pressao do liquido ce- 
falorraquidiano (100 - 600 mmHg), convulsoes, sinais de de- 
sorienta^ao e coma. Normalmente, o paciente evolui a obito 
ao final de uma semana a 10 dias, pois a infeccgao alem de ser 
rara, progride rapidamente e e muito semelhante aos casos de 
meningite bacteriana. Dessa forma, geralmente o diagnostico 
de MAP e tardio ou post mortem. 

■ DIAGNOSTICO LAB 0 RATO RIAL 

O diagnostico e baseado na analise do liquido cefa- 
lorraquidiano (LCR), que podera apresentar aspecto turvo, 
ou ate mesmo hemorragico, com a presen^a de eritrocitos 
e amebas moveis. O LCR apresenta pleocitose, com uma 
grande quantidade de leucocitos polimorfonucleares, au¬ 
mento progressivo de eritrocitos, concentrates aumen- 
tadas de proteina e baixos niveis de glicose. Bacterias nao 
sao visualizadas na bacterioscopia e cultura. A confirmagao 
diagnostica e obtida pelo encontro de trofozoitos moveis no 
exame a fresco do sedimento do LCR, corados pelo tricro- 
mico ou Giemsa, e pelo cultivo desse material. Para a visua- 
lizagao de trofozoitos moveis ativamente, o LCR deve ser 
examinado imediatamente apos a coleta por microscopia, 
preferencialmente de contraste de fase. A ameba apresenta 
um nucleo com grande nucleolo localizado centralmente, 
que permite a diferenciagao em rela^ao aos leucocitos do 
hospedeiro. 

O cultivo podera ser utilizado apenas para confirma- 
£ao da analise do LCR, pois o crescimento da ameba e 
tardio. Parte do sedimento do LCR ou biopsia do tecido 
(SNC) podera ser inoculado para isolamento de N. fowleri 
em cultivo monoxenico, em placas de agar nao nutrien- 
te com camada de Escherichia coli ou Enterohacter aerogenes 
e incubada a 37 °C, por varios dias. Trofozoitos e cistos 
poderao ser observados por microscopia na superficie do 
agar. Apos o isolamento, realiza-se a caracterizagao, utili- 
zando-se o teste de flagelagao. A ameba tambem podera 


ser cultivada axenicamente em meio complexo, com 5% 
de soro fetal bovino. 

A detec^ao do DNA do parasito por PCR, nested PCR 
ou PCR em tempo real pode ser realizada a partir de amos- 
tras nao fixadas de tecido cerebral ou de LCR. O diagnos¬ 
tico molecular e rapido e eficiente, pois a identificagao do 
DNA de N. fowleri pode ser realizada no periodo de 4 a 
5 horas do recebimento do especime clinico, alem de ser es- 
pecifico. Ainda, a PCR multiplex permite a identifica^ao das 
tres amebas capazes de causar infec^ao no SNC ( Acanthamoe- 
ha spp., Balamuthia mandrillaris e Naegleria fowleri ). 

Os trofozoitos de N. fowleri tambem podem ser visuali- 
zados por imunofluorescencia indireta em amostras de tecido 
cerebral ou tambem por avaliagao histopatologica obtida por 
biopsia cerebral estereotaxica e corada pela hematoxilina- 
-eosina (HE). 

Sappinio pedata 

O genero Sappinia compreende duas especies distintas S. 
pedata e Sappinia diploidea. Esta ameba de vida livre e ampla- 
mente distribuida no ambiente e ja foi isolada do solo, agua 
fresca, detritos florestais, fezes de mamiferos, alces, bisoes, 
gado e do reto de lagartos. 

O ciclo de vida desse organismo apresenta uma fase tro- 
fica e uma cistica, ambas binucleadas (dois nucleos firme- 
mente unidos). O trofozoito mede de 40 a 80 pm, e ovoide 
ou oblongo e parece estar achatado com rugas ocasionais em 
sua superficie. O citoplasma contem um vacuolo contratil e 
vacuolos alimentares. O cisto maduro e redondo e mede de 
15 a 30 pm. Ambas as especies de Sappinia (S. diploidea e S. 
pedata) podem ser cultivadas em agar nao nutriente recoberto 
com bacterias. 

Em 2001, Gelman e colaboradores reportaram o pri- 
meiro e unico caso de encefalite amebiana causada por uma 
ameba de vida livre, na epoca identificada como S. diploidea, 
com base na morfologia nuclear da ameba. Recentemente 
esse caso foi reidentificado como S. pedata, com base no se- 
quenciamento molecular. Essa infecgao ocorreu em um in- 
dividuo do sexo masculino, de 38 anos, imunocompetente e 
previamente saudavel. O paciente perdeu a consciencia em 
um curto espago de tempo e apresentou nauseas e vomitos 
seguidos de dor de cabe^a bifrontal, fotofobia e visao borrada 
que durou 2 a 3 dias. O exame por Ressonancia Magneti- 
ca mostrou uma massa solitaria de dois centimetros no lobo 
temporal posterior esquerdo. A massa excisada no exame 
microscopico revelou inflamagao hemorragica e necrosante 
contendo organismos amebianos. O paciente sobreviveu apos 
excisao cirurgica da lesao necrotica e tratamento por periodo 
de em torno de 31 semanas com azitromicina, pentamidina 
intravenosa, itraconazol e flucitosina. 


capitulo 44 


507 



Tratado de Analises Clinicas 


Trichomonas Vaginalis 


Tiana Tasca Geraldo Attilio De Carli 


■ INTRODUgAO 

Trichomonas vaginalis e o agente etiologico da tricomo¬ 
mase, a doenga sexualmente transmissivel (DST) nao viral 
mais comum no mundo. A incidencia da tricomomase em 
2008 foi estimada em aproximadamente 276 milhoes de no- 
vos casos e uma prevalencia de 187 milhoes de adultos infec- 
tados, entre 15 e 49 anos (WHO, 2012). 

■ TRANSMISSAO E MORFOLOGIA 

Trichomonas vaginalis e transmitido sexualmente e habita 
o trato geniturinario do homem e da mulher, onde produz 
infecgao. Os parasitos sao elipsoides ou ovais e algumas vezes 
esfericos. Em preparagoes fixadas e coradas, o corpo e tipi- 
camente elipsoide, piriforme ou oval, medindo, em media, 
9,7 pm de comprimento por 7,0 pm de largura. T. vaginalis 
nao tern forma cistica, somente trofozoitica, a qual apresenta 
quatro flagelos anteriores e uma membrana ondulante, res- 
ponsaveis pela motilidade caracteristica encontrada no diag¬ 
nostico pela microscopia a fresco. No entanto, muitos autores 
tern descrito estruturas arredondadas e imoveis, com os fla¬ 
gelos internalizados, como pseudocistos ou formas endofla- 
geladas tanto em amostras clinicas como em meio de cultura. 

■ MANIFESTAgOES CLINICAS 

O parasito T. vaginalis tern se destacado como um dos 
principais patogenos do homem e da mulher e esta associado 
a complicagoes graves de saude, pois promove a transmis- 
sao do virus da imunodeficiencia humana (HIV); e causa de 
baixo peso de bebes, bem como de nascimento prematuro; 
predispoe mulheres a doenga inflamatoria pelvica atipica, 
cancer cervical e infertilidade. Recentemente, foi demons- 
trado que a tricomomase tambem esta associada a tipos de 
cancer de prostata agressivos. A interagao entre T. vaginalis 
com seu hospedeiro e um processo complexo, no qual estao 
envolvidos componentes associados a superficie celular do 
parasito e celulas epiteliais do hospedeiro e tambem compo¬ 
nentes soluveis encontrados nas secregoes vaginal e uretral. 
Assim, o parasito se estabelece atraves de citoaderencia ao 
epitelio vaginal e causa citotoxicidade. 

Na mulher, o espectro clinico da tricomomase varia da for¬ 
ma assintomatica (80% dos casos) ao estado de vaginite aguda. 
Estudos clinicos determinaram que o periodo de incubagao va¬ 
ria de 3 a 20 dias. A tricomomase provoca uma vaginite, carac- 
terizada por um corrimento vaginal fluido abundante de cor 


amarelo-esverdeada, bolhoso, de odor fetido, com mais flequen- 
cia no periodo pos-menstrual. O processo infeccioso e acom- 
panhado de prurido ou irritagao vulvovaginal de intensidade 
variavel e dores no baixo ventre. O pH vaginal tende a tornar-se 
alcalino. A mulher apresenta dor e dificuldade para as relag 6 es 
sexuais (dispareunia de introito), desconforto nos genitais exter- 
nos, dor ao urinar (disuria) e aumento na flequencia miccional 
(poliuria). A vagina e a cervice podem ser edematosas e erite- 
matosas, com erosao e pontos hemorragicos na parede cervical, 
sinal clinico conhecido como colpitis macularis ou cervice com 
aspecto de morango (2% a 5% dos casos). A tricomomase e mais 
sintomatica durante a gravidez ou entre mulheres que fazem uso 
de medicamento anticoncepcional oral. 

No homem, em geral, a tricomomase e assintomatica. Em 
alguns casos, a infecgao pode se apresentar como uma uretrite 
com fluxo leitoso ou purulento e causar uma leve sensagao 
de prurido na uretra. Pela manha, antes da passagem da uri- 
na, pode ser observado um corrimento claro, viscoso e pouco 
abundante, com desconforto ao urinar (ardencia miccional) e, 
por vezes, hiperemia do meato uretral. Durante o dia, a secre- 
9ao e escassa. As seguintes complicagoes sao atribuidas a esse 
organismo: prostatite, balanopostite e cistite. O protozoario 
pode se localizar ainda na bexiga e na vesicula seminal. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

O diagnostico da tricomomase nao pode ter como base 
somente a apresentagao clinica, pois a infecgao poderia ser con- 
fundida com outras DSTs. A investigagao laboratorial e essencial 
para o diagnostico da tricomomase, uma vez que leva ao trata- 
mento apropriado e contribui para o controle da propagagao da 
infecgao. Para que os procedimentos de diagnostico obtenham 
sucesso, os homens deverao comparecer no laboratorio pela ma¬ 
nha, sem terem urinado no dia e sem terem usado medicamento 
tricomonicida pelo menos 15 dias antes da coleta da amostra. 
Secregao uretral, semen ou urina podem ser utilizados para o 
exame. As mulheres nao deverao realizar a higiene vaginal antes 
da coleta do material, que inclui secregao vaginal ou urina, e 
nao devem ter feito uso de medicamentos tricomonicidas pelo 
menos 15 dias antes da coleta da amostra. As duchas vaginais sao 
fortemente desaconselhadas, pois reduzem muito a sensibilidade 
dos procedimentos laboratoriais. A cavidade vaginal e o local 
mais facil de ser infectado e os tricomonas sao mais abundantes 
durante os primeiros dias apos a menstruagao. 

O exame microscopico convencional de preparagoes a 
fresco e de esfregagos fixados e corados sao procedimentos 


508 


Parte 8 





Protozoarios 


laboratoriais empregados no diagnostico da tricomoniase. 
Tradicionalmente, o diagnostico da tricomoniase depende 
da observagao microscopica do protozoario movel, por meio 
do exame direto de esfrega^os a fresco com auxilio da mi- 
croscopia de campo claro e/ou de campo escuro e/ou de 
contraste de fase, bem como pela microscopia de esfregagos 
fixados e corados. Quando essa pesquisa apresentar resultado 
negativo, deve ser complementada pelo exame cultural. Nas 
prepara^oes nao coradas sao observadas secregoes vaginal e 
uretral diluidas em solugao salina isotonica (0,15 M) glico- 
sada (0,2%) e o sedimento urinario. E o exame de rotina 
usual para a identificagao do flagelado. O protozoario perde a 
sua motilidade caracteristica quando as prepara^oes permane- 
cem em temperatura ambiente por longos periodos; portanto, 
quando a amostra nao for preservada, e imprescindivel uma 
observa^ao microscopica imediata apos a coleta. Os meto- 



dos de coloragao usados no diagnostico da tricomoniase sao: 
Giemsa, alaranjado de acridina, Leishman, Diff-Quik, Fonta¬ 
na, acido periodico de Schiff, imunoperoxidase e hematoxi- 
lina ferrica, segundo Heidenhain (Figura 44.30). No entanto, 
atualmente nao e recomendada a utilizagao de coloragao para 
o diagnostico da tricomoniase pelos guias americano e eu- 
ropeu, devido a ocorrencia de resultados falso-negativos e 
falso-positivos. 

O diagnostico atraves de meios de cultura para a de- 
tec^ao do T. vaginalis apresentam alta sensibilidade (95%). 
Os principal meios de cultura usados sao: o de Johnson & 
Trussell, 1943 (CPLM), o de Kupferberg, Johnson & Sprince, 
1948 (STS) e o de Diamond, 1957 (TYM). Outro metodo de 
cultura eficaz para o diagnostico laboratorial da tricomoniase 
e o denominado InPouch TV™, sensivel e especifico para o 
diagnostico da infec^ao. 



i 

D 


Figura 44.30 Trofozoitos de Trichomonas vaginalis corados pelo Giemsa. (A) Dois trofozoitos obtidos de cultura in vitro; (B, C e D) trofozoitos 
em esfrega^o de secre^ao vaginal. 

Fonte: Cortesia de DPDx: CDC website for parasitology identification: http://www.cdc.gOv/dpdx/trichomoniasis/gallery.html#trophs. 
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O imunodiagnostico, por meio de rea^oes de agluti- 
nagao, metodos de imunofluorescencia (direta e indireta) e 
tecnicas imunoenzimaticas (Elisa), tem contribuido para au- 
mentar o indice de certeza do resultado. Essas tecnicas nao 
substituem os exames parasitologicos (microscopico e cultu- 
ra), mas podem completa-los, quando negativos. Os metodos 
imunologicos tem maior significado nos casos de pacientes 
assintomaticos, permitindo uma triagem adequada com a 
possibilidade de um tratamento precoce e uma diminuigao 
do risco da transmissao. Os testes imunologicos nao sao ro- 
tineiramente usados no diagnostico. Recentemente, foi de- 
senvolvido o teste imunocromatografico OSOM® (Genzyme 
Diagnostics, Cambridge, Mass., EUA) para o diagnostico da 
tricomoniase, com sensibilidade maior que o exame direto a 
fresco e resultado fornecido em dez minutos. 

Metodos moleculares, como testes de amplificagao de aci- 
dos nucleicos, permitem a identifica^ao segura da tricomonia- 
se e sao atualmente considerados o padrao ouro no diagnostico 
laboratorial. Esses testes apresentam elevada sensibilidade e es- 
pecificidade (76% a 100%) e aumentam significativamente a 
detecgao desta DST principalmente em mulheres. 


■ PREVENgAO E TRATAMENTO 

Considerando que o mecanismo de transmissao da 
tricomoniase e a relagao sexual, o controle da mesma 
e constituido das mesmas medidas preventivas que sao 
tomadas no combate as outras DSTs, como uso de pre¬ 
servatives. O tratamento da tricomoniase e limitado, com 
apenas dois farmacos aprovados pelo Food and Drug Ad- 
ministrarion (FDA, EUA), o metronidazol e o tinidazol, 
ambos pertencentes a classe dos 5-nitroimidazois. Apesar 
de o metronidazol ser o farmaco de escolha na terapeuti- 
ca, diversos efeitos colaterais sao associados a sua utiliza- 
£ao. Alem disso, estudos apontam a emergente resistencia 
ao metronidazol em cerca de 10% dos isolados. Em ges- 
tantes, esses medicamentos nao devem ser usados via oral, 
somente pela aplica^ao local de cremes, geleias ou ovulos. 
Ha varios esquemas propostos de tratamento. O mais apli- 
cado e aquele que utiliza dose unica, sendo metronidazol 
2 g via oral para homens e mulheres. O metronidazol 
pode ser utilizado na dose de 500 mg duas vezes ao dia por 
sete dias. 


Leishmania spp. 


Marcos E. de Almeida Catieli Gobetti Lindholz 

■ INTRODUgAO 

As leishmanioses sao antropozoonoses causadas por 
pelo menos 20 especies de parasitos do genero Leishma¬ 
nia e subgenero Viannia, que sao pertencentes a familia 
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, filo Protozoa. O 
perfil morfologico desses parasitos revela duas formas evo- 
lutivas distintas: 1) a forma promastigota (flagelada, extrace- 
lular), encontrada nos vetores, a qual, em meios de cultura, 
apresenta formato alongado, medindo entre 15 a 40/1,5 a 
3,0 pm, nucleo esferico, geralmente centralizado e cineto- 
plasto na regiao anterior; e 2) a forma amastigota (aflagelada), 
sendo esta apresentagao do parasito intracelular obrigatoria, 
encontrada nos hospedeiros vertebrados, apresentando for¬ 
mato esferico ou ovoide, cujo tamanho varia entre 1,5 a 5,5 
pM. Essas formas apresentam nucleo esferico, um cinetoplas- 
to em forma de bastao e flagelo interno. O tamanho dos 
parasitos nessas formas varia de acordo com a especie. Uma 
caracteristica dos tripanossomatideos e a estrutura do DNA 
mitocondrial (kDNA) na forma de mini e maxicirculos, que 
sao encontrados no cinetoplasto em milhares de copias. Os 
principais vetores responsaveis pela transmissao da doenga 


sao as femeas de flebotomineos, pequenos dipteros perten¬ 
centes aos generos Phlebotomus e Lutzomyia. Estes insetos 
apresentam habito noturno e, no Brasil, sao popularmente 
conhecidos como “asa branca”, “asa dura”, “berebere”, “biri- 
gui”, “cangalinha”, “mosquito palha”, “maruino” e “tatuqui- 
ra”. Embora os flebotomineos sejam os vetores conhecidos 
por propagar as leishmanioses, recentemente a presenga de 
Leishmania infantum e L. chagasi foi detectada em pulgas e car- 
rapatos coletados em caes portadores da infeegao (Colombo 
e col., 2011). 

A infeegao dos hospedeiros vertebrados ocorre no mo- 
mento do repasto sanguineo dos flebotomineos. Ao picar 
um hospedeiro suscetivel, os parasitos sao regurgitados pelas 
femeas na forma promastigota. Estas formas sao fagocitadas 
pelos macrofagos, onde sofrem transformagao para formas 
amastigotas e se multiplicam por divisao binaria. Ao serem 
rompidos, os macrofagos liberam os parasitos na corrente 
sanguinea e/ou linfatica, desencadeando reagao inflamatoria, 
e, consequentemente, infectando outras celulas do sistema 
imune e dando continuidade ao ciclo no hospedeiro. Quan¬ 
do sugadas pelo vetor durante outro repasto sanguineo, as 
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amastigotas sofrem transformagao para formas promastigotas, 
que continuam sua multiplica^ao, ate serem novamente ino- 
culadas em outros hospedeiros. 

As especies comumente associadas a leishmaniose hu- 
mana pertencem ao complexo donovani (L. donovani, L. 
chagasi), encontradas em praticamente todas as regioes en¬ 
demicas para leishmaniose visceral. Especies pertencentes ao 
subgenero Viannia (principalmente L. braziliensis, L. guyanen- 
sis, L. panamensis e L. peruviania) e as do complexo mexicana 
(L. mexicana e L. amazonensis) encontram-se amplamente dis- 
tribuidas pelas Americas, em especial nas areas endemicas de 
leishmaniose mucocutanea. Alem dessas especies, Leishmania 
major , L. tropica e L. aethiopica sao encontradas em areas ende¬ 
micas de leishmanioses no velho mundo. 

A leishmaniose pode se manifestar atraves de diferentes 
quadros clinicos, dependendo da especie causadora da doen- 
ga. A forma clinica mais agressiva e a leishmaniose visceral 
(LV), causada pelas especies do complexo donovani, que, na 
ausencia do tratamento, pode causar a morte do paciente. As 
varias manifestagoes da leishmaniose cutanea (LC) (leishma¬ 
niose tegumentar americana - LTA, como tambem sao co- 
nhecidas nas Americas Central e do Sul) sao, na maioria dos 
casos, manifestagoes que se curam naturalmente, sem a neces- 
sidade de tratamento. Entretanto, a cura natural pode demo- 
rar anos e deixar marcas e cicatrizes. Alem disso, nas Americas 
Central e do Sul, as lesoes cutaneas causadas por especies 
do subgenero Viannia podem se espalhar e causar lesoes nas 
membranas mucosas da boca, garganta e nariz - promovendo, 
assim, o quadro caracteristico da leishmaniose muco-cutanea 
- LMC. Embora existam medicamentos menos agressivos, as 
drogas tradicionalmente utilizadas no tratamento da doenga 
sao compostos a base de antimonio pentavalente (Sb v ), po- 
dendo levar o paciente a apresentar variados efeitos colaterais. 
A eficiencia do tratamento depende do estado imunologico 
do paciente e da especie de Leishmania responsavel pela infec- 
£ao. Por esses motivos, o diagnostico deve ser feito de maneira 
precisa e anterior ao inicio do tratamento. Alem disso, a esco- 
lha do tratamento deve ser individualizada, de acordo com as 
particularidades de cada caso. 

As leishmanioses sao endemicas em 88 paises distribui- 
dos em zonas tropicais e no sul da Europa (Martins e col., 
1978; Galati, 2000, WHO, 2015) e apresentam estimativas de 
500 mil novos casos de LV (MS, 2011) e cerca 1,5 milhoes 
de casos de LC ao ano, sendo consideradas entre as doen^as 
infecto-parasitarias de maior incidencia mundial. No Brasil, 
a infecgao e documentada desde 1855, porem os registros 
cresceram abruptamente a partir de 1908, com a construgao 
da Estrada de Ferro Noroeste do Brasil (Sao Paulo), quando 
numerosos casos foram notificados, em especial em Bauru, 
tornando-se conhecida como “ulcera-de-Bauru”. Inicial- 
mente, as infecgoes por Leishmania spp. eram consideradas de 
ocorrencia predominantemente rural, porem recentemente 
tem-se observado a sua expansao as areas urbanas de medio 
e grande porte. A rapida expansao e adaptagao do protozoa- 
rio e seus vetores a essas areas tern sido evidenciadas pelo 
aumento dos casos diagnosticados em todos os estados, in- 


cluindo algumas mortes associadas a LV (MS, 2013). Dados 
do Ministerio da Saude apontam que o numero de notifica- 
goes, em 20 anos, somou 48.455 casos. As especies de maior 
importancia epidemica no Brasil sao Leishmania braziliensis , L. 
amazonensis e L. infatum/chagasi (Schriefer e col. 2005). 

Como nao ha vacinas ou drogas que previnam a doenga, 
a melhor forma de prevenir a infec^ao e minimizar as picadas 
dos flebotomineos. Sempre que possivel, deve-se evitar ativi- 
dades noturnas nas areas endemicas, utilizar roupas longas e 
repelentes nas partes expostas da pele. O controle de vetores 
pelo uso de inseticidas e a vigilancia de animais que servem 
de hospedeiros para o parasito sao praticas eficientes na pre- 
vengao da doenga em certas regioes. Alem disso, o diagnostico 
precoce e o tratamento apropriado sao praticas importantes 
para se evitar a transmissao antroponimica (humano-vetor- 
-humano) da doen^a. 

■ PATOGENIA E ASPECTOS CLINICOS 

Leishmaniose cutanea (Leishmaniose Tegumentar 
Americana - LTA) 

A LC apresenta lesoes ulceradas indolores, por vezes 
crostosas ou com fundo granuloso e avermelhado. Normal- 
mente apresenta ulcera unica, com forma arredondada ou 
ovoide de tamanho de alguns milimetros, podendo atingir 
alguns centimetros. As lesoes caracterizam-se por bordas bem 
delimitadas, elevadas e eritematosas, por vezes com exsudato 
amarelado presente. Normalmente a sua manifesta^ao ocor- 
re dentro de algumas semanas ou meses apos a exposigao 
ao vetor, mas ocasionalmente a primeira manifesta^ao pode 
demorar anos, como resultado de um trauma ou um quadro 
de imunossupressao, por exemplo. Em geral, essas lesoes nao 
cicatrizam e persistem por meses ou anos, podendo perma- 
necer abertas por longos periodos, o que facilita a ocorrencia 
de infecgoes secundarias, como as bacterianas, ou o apareci- 
mento de miiases. Nas Americas, esta manifestagao clinica e 
causada pelas especies do complexo mexicana e subgenero 
Viannia. Em outras regioes endemicas sao causadas princi¬ 
palmente pelas especies L. major , L. tropica e L. aethiopica. As 
especies do complexo donovani, embora estejam associadas 
a leishmaniose visceral, tambem podem causar lesoes cuta¬ 
neas. A LC e normalmente uma infecgao autolimitada que 
apresenta cura espontanea apos alguns meses de infec^ao. En¬ 
tretanto, apos um determinado tempo de cura, sendo esta 
com ou sem administra^ao medicamentosa, pode haver o 
reaparecimento disseminado das lesoes caracterizado em dois 
tipos: 1) leishmaniose cutanea difusa (LCD), caracterizada 
por lesoes crostosas, pardo-enegrecidas de aspecto nodular, 
localizadas em varias partes do corpo; 2) leishmaniose muco- 
-cutanea (LMC), em que as lesoes destrutivas e desfigurantes 
podem atingir regioes da faringe, palato, labios, lingua, laringe 
e, excepcionalmente, traqueia e arvore respiratoria superior, 
podendo ser fatal pelo acometimento secundario do sistema 
respiratorio. Sao, por isso, lesoes metastaticas recorrentes de 
lesoes primarias provocadas principalmente pela L. braziliensis 
e tambem L. panamensis e, em alguns casos, pela L. guyanensis 
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e, mais raramente, pela L. amazonensis . A magnitude e fatores 
determinantes do parasito e do hospedeiro no risco do de- 
senvolvimento da LMC sao muito pouco conhecidos; con- 
siderando uma mesma especie (por exemplo, L. braziliensis ), 
o risco de desenvolver a doen^a varia entre as regioes geo¬ 
graficas. O diagnostico ao nivel de especie e o conhecimento 
do historico de viagem do paciente sao fatores fundamentais 
para a determinagao da estrategia de tratamento. O tratamen- 
to adequado da LC e a forma mais eficiente de reduzir o 
risco da LMC. 

Leishmaniose visceral 

O termo leishmaniose visceral (LV) engloba um amplo 
espectro de manifestagoes cronicas da infec^ao, subagudas 
e agudas. Trata-se de uma infecgao assintomatica que pode 
se manifestar clinicamente apos anos ou decadas da exposi- 
gao do paciente ao vetor ou em pacientes que se tornaram 
imunossuprimidos por outras razoes medicas (HIV/AIDS, 
por exemplo). Embora as especies do complexo donovani 
(L. donovani e L. donovani infantum/chagasi) sejam reportadas 
como as responsaveis pela LV, existem relatos raros indicando 
a presenga de L. amazonensis e L. tropica em alguns casos de 
LV. Essa manifesta^ao clinica se caracteriza por afetar orgaos 
internos, como figado, bago e medula ossea, sendo que os 
primeiros sintomas sao geralmente subagudos, com progres- 
sao lenta de mal-estar, febre, perda de peso e esplenomegalia 
(com ou sem hepatomegalia), podendo o paciente apresentar 
dor a apalpagao do bago e desconforto abdominal no qua- 
drante superior esquerdo. Pode haver quadro de anemia pro¬ 
funda em decorrencia de altas cargas parasitarias, causando 
hemolise, alem do acumulo de amastigotas no ba^o, figado e 
medula ossea, consequentemente causando danos ao sistema 
de eritropoese. Nas formas avangadas, a doen^a pode promo¬ 
ver disfungao hepatica e deficiencia na produ^ao de albumina 
e consequente ascite abdominal e ictericia. Podem ocorrer 
tambem complicates hemorragicas devido a trombocito- 
penia e disfun^ao hepatica grave, sangramento espontaneo 
da gengiva, mucosa nasal ou outros locais. A forma clinica 
da leishmaniose visceral e vista como uma das manifestagoes 
de maior gravidade, pois, quando nao tratada adequadamen- 
te, determina altos niveis de letalidade. A doenga tambem e 
conhecida como kala-azar (“febre negra”), termo reservado 
para os casos mais graves (avan^ados) e refere-se ao escure- 
cimento da pele, sendo este um sintoma comum no sul da 
Asia, mas nao nas demais regioes geograficas. Alguns pacien¬ 
tes, predominantemente no sul da Asia e leste da Africa, de- 
senvolvem a leishmaniose pos kala-azar, uma sindrome que 
se caracteriza pelo aparecimento de lesoes na pele, na maioria 
das vezes no rosto, em intervalos variados depois ou durante 
o tratamento da LV. 

■ TRATAMENTO 

Em geral, todos os casos de leishmaniose visceral ou 
leishmaniose mucocutanea devem ser tratados, ao passo que 
nem todos os casos de leishmaniose cutanea requerem trata¬ 


mento. Devido ao grau de complexidade, os casos de leish¬ 
maniose devem ser tratados individualmente por um medico 
especialista neste tipo de infec^ao. Criangas, idosos, mulheres 
gravidas ou lactantes, pacientes imunossuprimidos ou que 
apresentam outros quadros clinicos podem precisar de te- 
rapias alternativas. A eficiencia do tratamento depende dos 
fatores imunologico e biologico do paciente, bem como da 
especie e cepa do agente da infecgao. A combina^ao desses 
fatores, associada a regiao de ocorrencia da infec^ao, pode 
estar diretamente relacionada a eficiencia da estrategia de tra¬ 
tamento. Nesse sentido, dados obtidos em pesquisas clinicas 
realizadas na India indicam que as abordagens terapeuticas 
(bem como a sua eficiencia) utilizadas no tratamento da LV 
naquele pais nao se aplicam, necessariamente, a outras regioes 
geograficas ou no tratamento das demais formas clinicas da 
leishmaniose. 

Tradicionalmente, as drogas usadas no tratamento da 
doen^a sao compostos que apresentam em sua formula o me¬ 
tal pesado antimonio (antimonio pentavalente - Sb v ), sendo, 
assim, consideradas drogas agressivas, podendo provocar di- 
versos efeitos colaterais. Outros agentes parenterais (como a 
Anfotericina B Lipossomal) usados no tratamento da LV po¬ 
dem causar problemas renais, tonturas, tremores, nauseas, ta- 
quicardia, febre e calafrios. Em 2014, a agenda reguladora dos 
Estados Unidos Food and Drug Administration (FDA) apro- 
vou o uso da Miltefosina, um agente oral para o tratamento 
da doenga. Entretanto, essa droga nao e recomendada para 
gestantes ou mulheres que pretendem engravidar em cerca 
de cinco meses apos o termino do tratamento. Medicamen- 
tos antifungicos que embora nao tenham sido oficialmente 
aprovados pelo FDA para o tratamento da leishmaniose (ce- 
toconazol, itraconazol, fluconazol) tambem sao usados com 
sucesso em alguns casos da doenga. Alguns casos de LC que 
nao apresentam risco de disseminagao para as mucosas po¬ 
dem ser tratados com terapias locais como a crioterapia ou 
termoterapia. 

■ METODOS DE DIAGNOSTICO 

Apesar dos avangos nas descobertas cientificas, as leish- 
manioses seguem constituindo um importante problema de 
saude publica mundial. Atualmente, o diagnostico para as ma- 
nifestagoes mais comuns (visceral, cutanea ou mucocutanea) 
se da por meio da associa^ao entre analises clinicas, epidemio- 
logicas e laboratoriais. Sendo assim, a analise laboratorial e 
muito importante na correta elaboragao do diagnostico, uma 
vez que os resultados permitem a identifica^ao das especies. 

As leishmanioses, por serem consideradas doengas de 
notifica^ao compulsoria aos orgaos de saude competentes 
e apresentarem caracteristicas clinicas de evolu^ao grave, em 
especial nos casos de leishmaniose visceral, devem ter seus 
diagnosticos precisamente realizados, e o mais precocemente 
possivel. Dessa forma, as rotinas de diagnostico, tratamento 
e acompanhamento dos pacientes devem, obrigatoriamente, 
ser implantadas em todas as regioes de transmissao do para- 
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sito, ou em zonas com risco de transmissao (Ministerio da 
Saude, 2014). 

De acordo com as diretrizes determinadas pelo Sistema 
Unico de Saude, alguns niveis de complexidade sao estabe- 
lecidos no atendimento de casos suspeitos de leishmaniose, 
distribuidos da seguinte maneira: 

■ Atendimento primario: casos suspeitos sao encami- 
nhados aos postos de saude, onde ocorre a notifica^ao. 
Estas unidades tambem assumem a responsabilidade de 
apoiar os servigos das agoes de vigilancia epidemiolo- 
gica, disponibiliza^ao do tratamento, observa^ao de 
possiveis reagoes adversas na aplica^ao do medicamento, 
bem como encaminhar os pacientes a avaliagao medica. 
Tambem cabe aos postos de saude realizar buscas de pa¬ 
cientes ausentes ao tratamento e acompanhamento dos 
individuos apos o tratamento; 

■ Atendimento secundario: os atendimentos sao rea- 
lizados em centros de saude e, da mesma forma que no 
atendimento primario, nesta instancia os casos de leish¬ 
maniose sao investigados e notificados aos sistemas de 
saude. Nos centros de saude e realizado o diagnostico 
clinico e laboratorial, onde a amostragem de material 
e realizada para exames sorologicos, parasitologicos e, 
quando possivel, para exames complementares. Nos ca¬ 
sos onde a estrutura fisica e precaria ou inexistente, os 
exames devem ser encaminhados a laboratories de re¬ 
ferenda. Apos confirmagao de infeegao, o tratamento e 
realizado, seguido de acompanhamento clinico durante 
e apos o termino deste. Em situagoes de dificil diagnos¬ 
tico, falha terapeutica ou em casos de reagoes adversas 
graves, os pacientes sao encaminhados a hospitais de 
referenda. 

■ Atendimento terciario: esse atendimento e realizado 
em hospitais gerais e/ou de referenda e, como nos casos 
anteriores, tambem realiza a notificagao dos casos sus¬ 
peitos e faz o diagnostico clinico e laboratorial. Os hos¬ 
pitais tambem fornecem apoio aos servigos de vigilancia 
epidemiologica, realizam exames laboratoriais comple¬ 
mentares e disponibilizam tratamento padrao e, quando 
necessarios, tratamentos alternativos. Alem do tratamen¬ 
to classico desenvolvido de maneira semelhante ao aten¬ 
dimento primario e secundario, os hospitais tambem 
podem realizar o isolamento e caracterizagao das cepas 
de Leishmania spp., ou encaminhar tais amostras aos la¬ 
boratories de refer encia. Tambem compete aos hospitais 
apoiar as Secretarias Estaduais ou Municipais de Saude 
nas capacitates de recursos humanos quanto as tecnicas 
de diagnostico e tratamento das leishmanioses. 

■ METODOS DE DIAGNOSTICO 
LABORATORIAL CLASSICOS 

Varios metodos podem ser usados no diagnostico da 
leishmaniose, ou seja, detectar o parasito na amostra e identi- 
ficar a sua especie. Alguns metodos estao disponiveis somente 


em laboratories de referenda ou de grande porte, fato que 
dificulta o diagnostico ao nivel das especies em alguns casos. 
A identifica^ao da especie e importante, principalmente nos 
casos relacionados as regioes onde circulam mais de uma es¬ 
pecie da Leishmania, e quando, como no caso do Brasil, essas 
especies estao associadas a diferentes quadros clinicos e po¬ 
dem ter implicates no prognostico da doenga. O diagnostico 
laboratorial da leishmaniose pode ser feito a partir de varios 
tipos de amostras, incluindo biopsias das lesoes cutaneas, me- 
dula ossea, nodulos linfaticos, aspirados de diferentes orgaos 
e sangue periferico. Atualmente os metodos tradicionais de 
detec^ao e identifica^ao do parasito tern suas aplicagoes ques- 
tionaveis em alguns casos, devido, principalmente, ao avango 
das tecnicas moleculares, que sao mais sensiveis e especificas. 
Metodos bastante utilizados como a microscopia, cultura e 
grande parte dos testes sorologicos nao possuem sensibilidade 
para discriminar os parasitos ao nivel das especies. Assim, e 
muito importante ter o conhecimento das vantagens e limi- 
tates de cada tecnica empregada no diagnostico da doen^a. 
Os metodos laboratoriais utilizados com mais frequencia no 
diagnostico das diversas formas de leishmaniose estao descri- 
tos abaixo. 

■ Microscopia: Esse procedimento e baseado na utili- 
zagao de amostras de tecidos ou fluidos corporeos. Em 
geral, a microscopia utilizada nas analises de laminas pre- 
paradas a partir de tecido fresco (touch-prep) apresenta 
baixa sensibilidade em relagao as analises dos tecidos 
seccionados e fixados nas laminas (H&E). Independente 
da forma como a lamina foi preparada (usando tecido 
fresco ou seccionado), esse procedimento nao permite 
a identifica^ao da especie do parasito. Colora^oes pelo 
metodo de Giemsa apresentam sensibilidade estimada 
entre 60% e 85% quando utilizado fluido da medula es- 
pinhal. Em casos de aspirados esplenicos, estima-se que 
a sensibilidade seja superior, atingindo 93%. Esfregagos 
realizados com amostras de sangue periferico ou medula 
ossea apresentam baixa sensibilidade, em especial em in¬ 
dividuos com baixas cargas parasitarias, favorecendo, as¬ 
sim, a ocorrencia de resultados falso-negativos. Somado 
a esses fatores, e de suma importancia a qualidade das la¬ 
minas preparadas e a capacita^ao tecnica para leitura dos 
resultados. O esfregago por aposi^ao (imprint) e realiza¬ 
do por meio da compressao repetida do fragmento de 
tecido sobre uma lamina previamente desengordurada, 
deixando-se secar a temperatura ambiente. Apos, o es- 
fregago e fixado por tres minutos com metanol e corado 
pelo metodo de Giemsa. A pesquisa de formas amastigo- 
tas e feita com aumento de l.OOOx (Figura 44.31). 

■ Cultura seguida pela analise enzimatica (MLEE 
- Multilocus Enzyme Electrophoresis): A cultura de 
parasitos seguida pela analise enzimatica (MLEE - 
Multilocus Enzyme Electrophoresis) ainda e considerada 
por muitos pesquisadores como o metodo padrao para 
identificagao das especies de Leishmania. Embora bastan¬ 
te eficiente na identifica^ao dos parasitos, essa metodo- 
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Figura 44.31 Leishmania spp. Esfrega^o por aposi^ao (imprint) com 
formas amastigotas coradas pelo Giemsa. Aumento de 1.000X. 
Fonte: (Cortesia da Prof a Lenilza Mattos Lima). 

logia e muito trabalhosa, podendo demorar semanas ou 
meses para que se obtenha a massa de parasitos necessa- 
ria para o procedimento do teste e concluir o diagnos¬ 
tic©. Alem disso, a cultura e um procedimento que sofre 
muitas interferences do ambiente onde os parasitos sao 
cultivados, seja pelas condigoes em que as amostras fo- 
ram coletadas e/ou preservadas ou por contamina^ao de 
outros agentes biologicos ou componentes do meio de 
cultura. Alem disso, nem todas as especies de Leishmania 
se desenvolvem na mesma proporgao em determinado 
meio de cultura. 

■ Testes sorologicos: Sao baseados na presenga de respos- 
ta humoral especifica, sendo amplamente utilizados no 
diagnostico da leishmaniose visceral. O diagnostico soro- 
logico tern sido amplamente utilizado porque os titulos 
de anticorpos contra Leishmania sao altos durante a fase 
aguda da doenga. Apesar de apresentarem niveis de sensi- 
bilidade e especificidade relativamente altos, os testes so¬ 
rologicos podem resultar em diagnosticos falso-positivos, 
uma vez que os anticorpos permanecem circulantes no 
individuo durante longo tempo apos a cura da infec^ao, 
nao apresentando, assim, diferenciagao entre infecgao atual 
e passada. Entre os testes mais utilizados, estao: 

■ rK39 (Kalazar Detect™ Test for Visceral 
Leishmaniasis): E um metodo imunocromatogra- 
fico rapido ( dip-stick ) utilizado para o diagnostico de 
LV por meio da detec^ao especifica de anticorpos 
contra os membros do complexo donovani no soro 
humano. Por ser um teste especifico, o rK39 tern 
a vantagem de nao ter rea^oes cruzadas como ou¬ 
tros testes (Elisa, IFA ou DAT). A regiao de teste do 
“dip-stick” e carregada com antigeno recombinante 
da LV e, mais acima, outro antigeno impregnado 
na membrana serve de controle interno do teste. 


Durante o teste, as amostras de soro reagem com 
um conjugado marcado (que tambem foi carregado 
no dispositivo) e, por capilaridade, essa mistura se 
desloca para a parte superior do stick. Se a amostra 
for positiva, a mistura reage com o antigeno recom¬ 
binante gerando uma linha vermelha na regiao de 
teste e, caso a amostra seja negativa nenhum sinal e 
verificado nessa regiao. Mais acima, independente- 
mente de a amostra ser positiva ou nao, outra linha 
vermelha sera gerada na regiao de controle, indican- 
do que o volume de amostra utilizado foi adequado 
e que nao houve problemas no funcionamento do 
teste. Em resumo, a presenga de duas linhas verme- 
lhas indica que a amostra e positiva e a presenga de 
uma linha indica que a amostra e negativa. 

Uma das alternativas no diagnostico da leishmaniose vis¬ 
ceral e o teste de imunofluorescencia indireta (RIFI), utilizado 
desde a decada de 1960, que detecta anticorpos circulantes. 
Apresenta alta sensibilidade (taxas variadas entre 87% e 100%) 
e especificidade entre 77% e 100% (Boelaert e col., 2004). 
No Brasil, e um dos exames utilizados para o diagnostico pela 
rede de laboratories do SUS (Ministerio da Saude, 2006). No 
caso de utilizagao desse teste, formas promastigotas do parasi- 
to devem ser utilizadas na produ^ao dos antigenos, a fim de 
minimizar a possibilidade de ocorrencia de reagoes cruzadas 
com outros protozoarios, em especial tripanossomatideos. A 
resposta dos anticorpos, neste caso, pode ser detectada em casos 
de infeegao recente, tornando-se negativa apos um periodo de 
cerca de nove meses apos a cura. Laboratories equipados com 
microscopios de fluorescencia podem ser utilizados como cen- 
tros de referenda no uso desse teste. 

O teste de aglutinagao direta (DAT) utiliza aglutinagao 
de promastigotas que reagem especificamente com anticorpos 
para Leishmania em amostras de soro dos pacientes infectados. 
Tal reagao resulta na aglutinacao das celulas, que, quando co¬ 
radas com corante de Coomassie e armazenadas em tripsina, 
formam uma suspensao celular, que pode ser armazenada a 
temperatura ambiente e utilizada por longos periodos, o que 
viabiliza a utilizagao do teste em abordagens de campo (Fakhar 
e col., 2012).Em estudo comparativo entre metodologias diag- 
nosticas para leishmaniose visceral, o teste de aglutinagao direta 
apresentou niveis de sensibilidade estimados em 94,8% e es¬ 
pecificidade de 97% (Chappuis e col., 2006). Esse teste apre¬ 
senta razoavel simplicidade na execugao quando comparado as 
demais metodologias, entretanto apresenta fortes contrapontos 
quanto a sua reprodutibilidade, altamente dependente da ela- 
boragao do antigeno. Sendo assim, essa metodologia pode ser 
utilizada como teste diagnostico em areas endemicas, em casos 
em que a confirmagao parasitologica se faz inviavel, de manei- 
ra que o resultado do teste deve ser correlacionado a sintoma- 
tologia classica da infec^ao. Uma alternativa a utilizagao desse 
teste e o metodo Easy Day, cujas sensibilidade e especificidade 
correspondem ao metodo classico, entretanto apresenta van- 
tagens na simplifica^ao de padronizagao e redu^ao de custos 
(Gomez-Ochoa e col., 2003). 
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■ Elisa (Enzyme-linked Immunosorbent Assay): Essa 
tecnica apresenta alta sensibilidade, e sua especificidade e 
dependente do antigeno de escolha. Uma opgao ampla- 
mente utilizada e o antigeno bruto soluvel de promas- 
tigotas, obtido por meio da oscilagao de temperaturas 
em ciclos de congelamento e descongelamento de ce- 
lulas vivas do parasito. Esse antigeno, quando utilizado, 
faz com que o teste apresente sensibilidade entre 80% e 
100%, com especificidade entre 84% a 95% (Ryan e col., 
2002). Estudos demonstraram que, quando a sele^ao de 
determinadas moleculas antigenicas, como as de pesos 
moleculares de 66 kDa, 72 kDa e 116 kDa, foi utilizada, a 
sensibilidade do teste foi de aproximadamente 100%, en¬ 
tre tanto seu nivel de especificidade foi muito inferior, nao 
ultrapassando a margem de 40% (Maurya e col., 2010). 

Em adigao a isso, diversas porgties proteicas tern sido alvo 
de testes na detecgao de infec^ao por diferentes especies de 
Leishmania causadoras de lesao visceral; entre estas, podemos 
citar as proteinas de choque termico, histonas e proteinas de 
ligagao de lipideos. Esses antigenos tern apresentado altos 
niveis de sensibilidade e parecem nao apresentar reatividade 
cruzada com soros de pacientes positivos para demais infec¬ 
ts ties (Elmahallawy e col., 2014). 

■ Western Blot: E uma tecnica realizada por meio do 
cultivo de celulas promastigotas, que, apos sua lise, tern 
suas porgties proteicas separadas em SDS-PAGE. Essas 
proteinas, apos separagao, sao transferidas a membrana 
de nitrocelulose e “sondadas” com amostra de soro do 
paciente. Esse metodo e util em casos de investigagao 
de infecgao, uma vez que fornece respostas detalha- 
das de anticorpos a inumeros antigenos de Leishmania 
(Ravindran e col., 2004). O teste tambem tern se mos- 
trado mais sensivel quando comparado com testes de 
IFA e Elisa (Cota e col., 2012). 

■ Tecnicas moleculares: Nas ultimas duas decadas, as 
tecnicas moleculares promoveram um avango funda¬ 
mental no diagnostico da leishmaniose e, por apresenta- 
rem vantagens, como serem menos trabalhosas, mais ra- 
pidas, mais sensiveis e especificas, em alguns laboratories 
estao substituindo as tecnicas tradicionais pelas molecu¬ 
lares. As tecnicas moleculares baseadas na amplificagao 
de segmentos especificos do DNA do parasito por PCR 
sao as principais tecnicas utilizadas na identifica^ao das 
especies e das cepas. A determinagao da especie e, muitas 
vezes, importante na defmigao das estrategias de trata- 
mento e no acompanhamento da progressao da doen^a. 
O DNA do cinetoplasto (kDNA) e o alvo de amplifi- 
cagao preferido de muitos investigadores, por apresenta- 
rem um elevado numero de copias em cada organismo. 
Assim, os protocolos que utilizam esses alvos sao consi- 
derados os mais sensiveis para o diagnostico generico do 
parasito. Entretanto, devido ao elevado nivel de varia- 
gties presentes dos minicirculos, a especificidade desses 
testes e muitas vezes baixa. Alvos de multiplas copias no 
DNA genomico, como, por exemplo, o gene do RNA 


ribossomal (rRNA) sao usados como alternativa para 
aumentar a especificidade dos testes moleculares. Uma 
vez que o rRNA apresenta um numero de copias muito 
inferior em relagao ao kDNA, os protocolos baseados na 
sua amplificagao sao, em geral, menos sensiveis do que 
os protocolos que utilizam o kDNA (Bensoussan e col., 
2006). Entretanto, os beneficios da rela^ao entre sensi¬ 
bilidade e especificidade torna o rRNA um alvo muito 
mais atrativo no diagnostico especifico da leishmaniose. 
De Almeida e col. descreveram, em 2010, um protocolo 
baseado na amplifica^ao de um segmento da regiao do 
ITS2 (uma das regities internas do rRNA) utilizando 
primers genero especifico. Esses primers sao capazes 
de amplificar a maior parte (se nao todas) das especies 
associadas a leishmaniose humana. Dessa forma, apos a 
amplificagao, as especies sao identificadas com base no 
sequenciamento dos amplicons. 

O conhecimento das especies que circulam numa de- 
terminada regiao e tambem um fator importante na esco¬ 
lha de um protocolo de PCR. Em geral, os protocolos de 
diagnostico utilizados nas Americas nao incluem as especies 
que sao caracteristicas do velho mundo e da Africa, assim 
como os testes realizados nessas areas e no sul da Europa nao 
incluem as especies encontradas nas Americas. Isso pode ser 
um problema quando o paciente viaja para uma ou mais areas 
endemicas. Nesse sentido, o historico de viagem do paciente 
e um fator fundamental na defmigao da estrategia a ser usada 
para proceder ao diagnostico. Um exemplo da importancia 
do historico de viagem dos pacientes no diagnostico da leish¬ 
maniose pode ser exemplificado pelos casos diagnosticados 
nos Estados Unidos. Embora esse nao seja um pais endemico 
para leishmaniose, sao identificados anualmente cerca de 100 
casos positivos. Esses casos sao associados com pelo menos 
10 especies de Leishmania , pertencentes a diferentes regioes 
endemicas (de Almeida, 2010). Por serem realties de alto po- 
der de amplifica^ao, a possiblidade de amplifica^ties espurias 
que podem resultar em falsos positivos deve ser a principal 
preocupagao nos laboratorios que utilizam as PCR como 
procedimento padrao de diagnostico. Nesse sentido, e muito 
importante observar certas praticas que tendem a diminuir 
as amplifica^ties inespecificas, entre as quais se incluem: 1) 
sempre que possivel, separar areas contendo equipamentos, 
materials e vestuario de prote^ao (aventais e luvas) para as 
seguintes operates: extragao de DNA, preparagao das rea¬ 
lties (master-mix), adigao do DNA na reagao e, principal- 
mente, restringir a manipulagao de produtos amplificados a 
uma area exclusiva; 2) uso de controles (negativos e positivos) 
nos procedimentos de extragao de DNA e de amplifica^ao; 
3) utilizar protocolos que minimizem a manipulagao de ins- 
trumentos e reagentes na preparagao das realties. Dois exem- 
plos desse item sao: a) utilizar preferencialmente reagentes 
previamente misturados (master-mix) ao inves de reagentes 
separados na preparagao das realties de PCR e b) utilizar 
protocolos que sejam capazes de diferenciar o maior numero 
de especies possivel; 4) fazer aliquotas dos reagentes utiliza- 
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dos em cada etapa do procedimento e tambem uma forma 
de reduzir a possibilidade de contamina^ao. Entre as princi¬ 
pals tecnicas moleculares para o diagnostico da leishmaniose, 
encontram-se: 

■ PCR convencional: Essa tecnica e baseada na am- 
plificagao de segmentos do DNA de Leishmania spp. 
utilizando “primers” genericos ou especificos para de- 
terminadas especies. As reagoes genericas requerem, ne- 
cessariamente, a analise dos produtos amplificados para 
identificagao das especies. Dependendo do alvo escolhi- 
do, o protocolo pode diferenciar multiplas especies em 
uma unica rea^ao e, por isso, torna-se uma ferramenta 
muito util na identifica^ao das especies. Dentre os pro- 
cedimentos de analise dos fragmentos amplificados por 
PCR, destacam-se: 

■ Sequenciamento pelo metodo de Sanger: 

Dependendo da qualidade dos produtos amplificados, essa 
tecnica permite a identificagao das especies pelo sequen¬ 
ciamento direto dos produtos amplificados utilizando 
os mesmos “primers” usados na PCR ou “primers” in- 
ternos aos “amplicons”. Como o resultado e baseado na 
sequencia do fragmento de DNA amplificado, o nivel de 
confiabilidade da identifica^ao das especies nesse proce¬ 
dimento e de 100%. A amplificagao por PCR generico 
seguida do sequenciamento e o procedimento padrao 
de identificagao de Leishmania spp. em laboratories de 
referenda, como no US-CDC - Atlanta, GA, EUA (de 
Almeida, 2011). 

Devido aos progressos da tecnologia aplicada ao diag¬ 
nostico molecular, ha alguns anos foi criado um novo sistema 
de identificagao das especies de Leishmania , a tipagem por 
sequenciamento “multi-target” (multilocus sequence typing 
- MLST). Nesse procedimento, o gene de algumas proteinas 
utilizadas na MLEE e amplificado e posteriormente sequen- 
ciado. A combinagao dos resultados das sequencias desses 
“amplicons” permite a identifica^ao especifica das especies. 
Em comparagao a tradicional MLEE, a MLST e um procedi¬ 
mento menos trabalhoso, mais especifico e rapido. Entretanto, 
atualmente o custo elevado e a principal desvantagem dessa 
metodologia. 

■ RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism 

- RFLP): A analise dos fragmentos amplificados por 
PCR utilizando enzimas de restrigao e outra ferramenta 
bastante utilizada na identificagao das cepas e especies de 
Leishmania. Nesse procedimento, os produtos amplifica¬ 
dos por PCR sao digeridos por enzimas de restrigao e o 
perfil eletroforetico dessa fragmentagao permite a iden- 
tificagao desses produtos. A capacidade de discriminagao 
das especies ou cepas depende da eficiencia da reagao de 
PCR, ou seja, da escolha das regioes do DNA que per- 
mitam a distingao das especies desejadas e a qualidade 
dos produtos amplificados, que geralmente e determi- 
nada pela especificidade dos “primers”. Trata-se de uma 
tecnica de custo bastante acessivel, mas cujo nivel de 


confiabilidade do teste e limitado em relagao a tecnicas 
mais poderosas, como o sequenciamento do DNA. 

■ Amplifica^ao Randomica do DNA (Random 
Amplified Polymorphic DNA - RAPD): Nesse proce¬ 
dimento, as rea^oes de PCR sao preparadas com uma se- 
rie de “primers” curtos (8 a 12 nucleotideos) usados para 
amplificar aleatoriamente o DNA genomico e, assim, 
espera-se que os fragmentos amplificados criem um pa¬ 
drao eletroforetico para os organismos investigados. No 
caso da Leishmania , essa tecnica e usada para discriminar 
especies e algumas cepas. A eficiencia do teste depende 
basicamente da qualidade do DNA usado como molde, 
ou seja, o comprometimento dos resultados esta associa- 
do a fragmenta^ao do DNA genomico. Esse fato gera 
padroes diferentes para uma mesma especie (ou cepa), 
tornando o poder de discriminagao do teste inadequado. 

■ PCR de tempo real: Atualmente, o PCR em tem¬ 
po real e uma das tecnicas mais utilizadas para discri- 
minagao de microrganismos, incluindo Leishmania spp. 
Ja foram desenvolvidos testes baseados na tecnologia 
TaqMan® e tambem SYBR® Green. Por serem baseadas 
na amplificagao de pequenos segmentos de DNA e na 
utilizagao de marcadores fluorescentes, essas tecnicas sao 
na maioria das vezes muito mais sensiveis (e nao menos 
especificas) do que as PCR convencionais. No caso do 
TaqMan® as reagoes podem ser preparadas com primers 
genericos e sondas especificas para determinadas espe¬ 
cies. O SYBR® Green e uma tecnica que nao requer a 
utilizagao de sondas marcadas, as rea^oes baseadas nessa 
tecnologia sao mais simples de serem ajustadas e mais 
baratas em rela^ao ao TaqMan®. O problema dessa tec¬ 
nica sao os falsos positivos. Uma vez que as moleculas 
do SYBR® Green se intercalam entre as duplas fitas de 
DNA, nao ha distingao entre os produtos especificos 
e os produtos inespecificos. Entretanto, a utilizagao da 
curva de dissocia^ao dos produtos amplificados e uma 
boa estrategia para diferenciar os produtos inespecificos 
dos produtos especificos. 

Alternativas inovadoras na detec^ao de infec^ao por 
Leishmania sao o Ensaio de Acidos Nucleicos (NASBA), 
cuja metodologia e baseada no sequenciamento genetico 
das amostras obtidas na PCR, e as variagoes em suas aplica- 
goes, como o ensaio de acidos nucleicos quantitativo (QT- 
-NASBA), ou entao acoplado a um sistema de cromatografia 
(NASBA-OC). Esses testes vem sendo utilizados para avaliar 
a eficacia de potenciais farmacos para o tratamento de leish¬ 
maniose visceral, por meio da quantificagao estimada da carga 
parasitaria no sangue de pacientes infectados (Vries e col., 
2006). A NASBA-OC faz uso de uma membrana sensibili- 
zada para detec^ao da oligocromatografia do RNA amplifi¬ 
cado, onde a leitura se faz em um curto periodo de tempo (5 
a 10 minutos) (Mugasa e col., 2010). O QT-NASBA utiliza 
a eletroquimiluminescencia como ferramenta de detec^ao, o 
que o torna mais delicado em sua manipulagao e exige maior 
tempo na realizagao do procedimento, quando comparado ao 
qPCR (Van der Meide e col., 2008). 
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O LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) 
tern sido visto como uma ferramenta promissora no diag¬ 
nostic da leishmaniose visceral. Adotado como uma tecnica 
alternativa a PCR convencional, o LAMP e considerado uma 
opgao mais acessivel fmanceiramente e tecnicamente e mais 
rapida, em que a turbidez da amostra e utilizada como crite- 
rio de positividade nos casos de infec^ao. Essa tecnica nao faz 
uso de termociclador, de maneira que as amostras sao dispos- 
tas em banho-maria ou em um bloco aquecido com poucas 
oscila^oes de temperatura, onde ocorre a reagao isotermica, 
podendo ser considerada ferramenta util na aplicagao em ati- 
vidades de campo (Khan e col., 2012). 


■ PREVENgAO E CONTROLE 

Como nao ha vacinas ou drogas que previnam a doenga, 
a melhor forma de prevenir a infecgao e minimizar as picadas 
dos mosquitos. Sempre que possivel, deve-se evitar ativida- 
des noturnas nas areas endemicas, utilizar roupas de mangas 
longas e repelentes nas partes expostas da pele. O controle de 
vetores pelo uso de inseticidas e de animais que servem de 
hospedeiros para o parasita sao praticas eficientes na preven- 
gao da doenga em certas regioes. Alem disso, o diagnostic 
precoce e o tratamento apropriado sao praticas importantes 
para se evitar a transmissao antroponotica (humano-vetor- 
-humano) da doen^a. 


Trypanosoma Cruzi 


Silvia Maria Spalding 


■ INTRODUgAO 

A doenga de Chagas resulta da infec^ao pelo protozoa- 
rio Trypanosoma cruzi , descrito em 1909 pelo brasileiro Carlos 
Chagas. A Organizagao Mundial da Saude (OMS) estima que 
cerca de 18 milhoes de pessoas sao cronicamente infectadas 
pelo protozoario, cerca de 65 milhoes de pessoas correm o ris- 
co de serem infectadas pelo Trypanosoma cruzi por viverem em 
areas endemicas, e que ocorram cerca de duzentos mil novos 
casos por ano (Rassi e col., 2007). Estima-se que, na America 
Latina, sao perdidos anualmente cerca de 1,2 bilhoes de dolares 
devido a doenga (Lee e col., 2010), o que indica o impacto 
socioeconomic da infecgao. Essa doenga constitui um gran¬ 
de desafio para a saude publica, com prevalencia de infec^ao 
humana em 21 paises do continente americano. Estima-se que 
cerca de 6 a 8 milhoes de pessoas estejam infectadas principal- 
mente na America Latina (OPAS, 2014). No Brasil, a doen- 
ga humana ocorre em uma populagao de aproximadamente 
quatro milhoes de individuos e mais de 28 milhoes de pessoas 
estao expostas ao risco de contaminate (Massad, 2008). 

■ EPIDEMIOLOGIA 

E considerada uma doenga com distribuigao geografi- 
ca limitada, distribuida do sul dos Estados Unidos ate o sul 
da Argentina e Chile. Porem, associada com os processos de 
migrate populacional, os imigrantes podem ser fonte de in¬ 
troduce da doenga em paises nao endemic os. Transfusao de 
sangue, doa^ao de orgaos e infeegao congenita sao os modos 
primarios de infeegao nos paises de destino dos imigrantes 
infectados pelo T. cruzi. Sendo assim, podemos observar um 


grande numero de casos da doenga em paises nao endemics, 
como a Australia, Canada e Espanha (Schmunis, 2007). 

Devido a diversidade encontrada no T. cruzi em relagao a 
suas caracteristicas morfobiologicas, bioquimicas e geneticas, 
foram sugeridas varias classificagoes para este parasito, desig- 
nadas como cepas; destaca-se a de Andrade, 1985, baseada em 
parametros biologies, conforme descrito no Quadro 44.1. 


Quadro 44.1 Classificacao para o parasito Trypanosoma 
cruzi. 

Cepa 

Caracteristica 

Tipo 1 

Multiplicagao rapida, parasitemia elevada, 
alta mortalidade, predominio de formas 
delgadas e tropismo pelos macrofagos na 
fase inicial da infeegao. 

Tipo II 

Multiplicagao relativamente lenta, 
picos irregulares de parasitemia, alta 
mortalidade, predominio de formas largas 
no inicio da infeegao e miotropismo com 
acentuada predilegao pelo miocardio. 

Tipo III 

Multiplicagao lenta, elevada parasitemia 
tardia (12 a 30 dias apos a inoculagao), 
baixa mortalidade, predominio de formas 
largas e miotropismo para musculos 
esqueleticos. 

Fonte: Andrade SG., 1985. 
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Em 2006, o Brasil foi certificado pela Organizagao Pa- 
namericana de Saude como livre da transmissao vetorial da 
doenga de Chagas, por Triatoma infestans ; entretanto outras es- 
pecies de triatomineos tem sido associadas com a transmissao 
de T. cruzi em meios rural e periurbano. 

■ TRANSMISSAO 

A maioria das infec^oes pelo protozoario e adquirida 
pelo contato da pele ou mucosa de mamiferos hospedeiros 
com a urina ou fezes do inseto infectado pelo parasito, em 
suas formas tripomastigota e epimastigota, das fezes do inseto 
hematofago. Os vetores da infecgao sao insetos hematofagos 
da subfamilia Triatominae, familia Reduviidae, generos Tria¬ 
toma, Panstrongylus e Rhodnius , conhecidos popularmente por 
“barbeiro”. O T. cruzi e capaz de infectar mais de 100 especies 
de mamiferos de diferentes ordens, incluindo animais domes- 
ticos e silvestres. 

Alem disso, vias de transmissao independentes de ve¬ 
tores ocorrem em alguns casos de contaminagao acidental, 
em laboratories, atraves de transfusao sanguinea, transmissao 
congenita, transplante de orgao e, mais recentemente, devido 
a contaminagao via oral pela ingestao de alimentos contami- 
nados (acerola, agai, caldo de cana) (Barbosa-Ferreira e col., 
2010; Magalhaes-Santos, 2014). 

■ CICLO DE VIDA 

O Trypanosoma cruzi, protozoario flagelado da ordem Ki- 
netoplastida, familia Trypanosomatidae, e caracterizado pela 
presenga de um flagelo e uma unica mitocondria. No sangue 
dos vertebrados, esta na forma de tripomastigota e, nos teci- 
dos, como amastigotas. Nos invertebrados (insetos vetores), 
ocorre um ciclo com a transformagao dos tripomastigotas 
sanguineos em epimastigotas, que depois se diferenciam em 
tripomastigotas metaciclicos, que sao as formas infectantes 
localizadas nas fezes do inseto. ■ 

A forma infectante, tripomastigota, infecta a maioria dos 
tipos celulares de mamiferos, incluindo fibroblastos, celulas 
epiteliais, celulas endoteliais, cardiomiocitos e macrofagos. 
A internalizagao do parasito se inicia por meio de adesao a 
celula hospedeira. A adesao decorre de um processo de re- 
conhecimento celular, no qual glicoproteinas e proteinas do 
tipo lectina, presentes tanto na celula hospedeira quanto no 
parasito, estao envolvidas. Tripomastigotas entram nas celu¬ 
las hospedeiras e rompem o vacuolo parasitoforo, pela agao 
de uma proteina litica dependente de pH acido, e se dife¬ 
renciam na forma amastigota, que e capaz de se replicar no 
citosol. Quando a celula hospedeira se rompe, muitas formas 
infectantes desse flagelado sao liberadas no espago intersticial, 
podendo infectar celulas adjacentes ou penetrar na corren- 
te sanguinea, possibilitando a infeegao de outros orgaos ou 
tecidos. As formas tripomastigotas presentes na corrente san¬ 
guinea sao as responsaveis pela disseminagao da doenga, pois 
sao essas as formas infectantes ingeridas pelo inseto vetor. Os 
parasitos sao levados ao estomago do inseto, onde as formas 


tripomastigotas sofrem outra diferenciagao e, em seguida, 
migram para o intestino, onde se multiplicam como formas 
epimastigotas. Ao migrarem para o reto do triatominio, o pa¬ 
rasito transforma-se na forma tripomastigota metaciclica in¬ 
fectante, sendo eliminado juntamente com as fezes e urina do 
inseto, iniciando novamente o ciclo (de Souza, 2000). 

■ PATOGENIA E ASPECTOS CUNICOS 

A doenga pode ser classificada em fase aguda, que se deve 
a infeegao pelo protozoario ou a reativagao durante fase cro- 
nica, e fase cronica. A fase aguda dura de 6 a 8 semanas e, 
muitas vezes, o paciente possui quadro clinico caracterizado 
por picos febris, taquicardia, edema, entre outros sintomas, 
embora possa ser assintomatico. Apos, segue um longo pe- 
riodo de latencia, correspondente a cronifica^ao da doen^a, 
no qual o individuo e assintomatico, com exames clinicos e 
complementares de torax e aparelho digestivo sem alteragoes, 
alem de eletrocardiograma sem irregularidades do ritmo. Tal 
periodo e caracterizado pela presen^a de anticorpos anti-T 
cruzi. A fase cronica inclui diversas condigoes clinicas: a forma 
indeterminada, na qual o paciente nao tem cardiopatia estru- 
tural e/ou alteragoes digestivas; a forma cardiaca, que pode 
culminar ou nao em disfungao ventricular; e a forma digesti- 
va, principalmente com acometimento do esofago e do colo. 
As formas cardiaca e digestiva podem ou nao vir combinadas. 
As manifestagoes clinicas da fase cronica refletem o dano aos 
tecidos dos orgaos do trato digestivo e cora^ao (Sociedade 
Brasileira de Cardiologia, 2011). 

A miocardiopatia chagasica e a insuficiencia cardiaca 
congestiva decorrente desta podem se manifestar ate mui¬ 
tas decadas apos a infec^ao primaria pelo protozoario. A car¬ 
diopatia chagasica cronica pode se manifestar por sinais de 
insuficiencia ventricular, disturbios de condugao e arritmias 
(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2011). 

A seguir estao as defmigoes de casos suspeitos de doenga 
aguda e confirmado de congenita, efetuadas pelo Ministerio 
da Saude (Brasil, 2009): 

1. Caso suspeito da doen^a de Chagas aguda: E con- 
siderada pessoa com febre prolongada (> 7 dias) e um ou 
mais das seguintes manifesta^oes clinicas: edema de face 
ou de membros, exantema, adenomegalia, hepatome- 
galia, esplenomegalia, cardiopatia aguda, manifestagoes 
hemorragicas, ictericia, sinal de Romana ou chagoma de 
inoculagao; residente/visitante de area com ocorrencia 
de triatomineos, ou que tenha sido recentemente trans- 
fundido /transplantado, ou que tenha ingerido alimento 
suspeito de contamina^ao pelo T. cruzi. 

2 . Caso confirmado da doen^a de Chagas congenita: 
E recem-nascido de mae com exame parasitologico ou 
sorologico positivo para T. cruzi e que apresente: exame 
parasitologico positivo a partir do nascimento ou exame 
sorologico positivo a partir do oitavo ou nono mes de 
nascimento e sem evidencia de infec^ao por outras for¬ 
mas de transmissao. 
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E criterio parasitologico de confirmagao de doenga de 
Chagas aguda: a presenga de X cruzi circulante no sangue pe- 
riferico identificado por exame parasitologico direto, com ou 
sem identifica^ao de qualquer sinal ou sintoma. Sao criterios 
sorologicos: sorologia positiva com anticorpos da classe IgM 
anti-X cruzi na presenga de evidencias clinicas e epidemiolo- 
gicas indicativas de doenga de Chagas aguda; sorologia posi¬ 
tiva com anticorpos da classe IgG anti-X cruzi por IFI com 
altera^ao na concentragao de IgG de pelo menos tres titulos 
em um intervalo minimo de 21 dias em amostras pareadas; 
soroconversao em amostras pareadas com intervalo minimo 
de 21 dias, ou seja, sorologia negativa na primeira amostra e 
positiva na segunda, por qualquer metodo. 

Sao considerados criterios clinico-epidemiologicos: os 
exames parasitologicos e sorologicos inicialmente negativos na 
presenga de quadro febril com manifestagoes clinicas compati- 
veis com doen^a de Chagas aguda em pacientes com vinculo 
epidemiologico com casos confirmados de doen^a de Chagas 
aguda durante surto por transmissao oral; chagoma de inocula- 
gao; sinal de Romana; miocardiopatia aguda apos contato com 
triatomineo (por exemplo, ter encontrado o mosquito barbeiro 
no interior do domicilio, ter sido picado por barbeiro etc.). 

No Brasil, o benzonidazol e a unica droga atualmente dis- 
ponivel para o tratamento da tripanossomiase americana (Pontes 
e col., 2010). O nifurtimox, existente na America Central, pode 
ser utilizado como alternativa em casos nao satisfatorios, como a 
intolerancia ao benzonidazol (Brasil, 2005). 

O nifurtimox e o benzonidazol sao dotados de atividade 
nao apenas sobre as formas tripomastigotas, mas, tambem, so- 
bre as formas intracelulares (amastigotas), o que representou 
significativo avango na terapeutica especifica da infec^ao. 

O tratamento em criangas, nos pacientes com a forma 
cronica indeterminada, com formas cardiacas ou digestivas 
leves e recomendado com o objetivo de controlar a doen^a, 
diminuir a possibilidade de transmissao do parasito e, princi- 
palmente, a cura da infec^ao (Brasil, 2009). 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

Na fase aguda da doenga, em que ocorre alta parasitemia, 
podem ser utilizados metodos de diagnostico para detecgao 
direta do parasito, o Trypanosoma cruzi , evidenciado pelo exame 
a fresco ou por metodo de concentragao (Figura 44.32). 

Na fase cronica sao empregados metodos parasito¬ 
logicos indiretos para demonstrar o parasito, dentre eles o 
xenodiagnostico, a hemocultura (Almeida; Santiliano, 2012), 
metodos imunologicos e a reagao de amplifica^ao de acidos 
nucleic os (PCR). 

Parasitologico 

Consiste na demonstragao da forma tripomastigota san- 
guinea do X cruzi no sangue periferico (exame direto), por 
meio do exame a fresco, esfregago sanguineo ou gota espessa 
corada pelo metodo de Giemsa ou pelo metodo de concen- 
tragao de Strout. A gota de sangue e examinada entre lamina 
e laminula (20 x 20 mm) com aumento de 400 vezes, sendo 



Figura 44.32 Perfil do paciente com a infec^ao chagasica. 

Fonte: https://pt.slideshare.net/rafal2071/protozorios-parasitologia 

necessario examinar 200 campos microscopicos por lamina, 
no minimo, para concluir pela sua negatividade. 

A tecnica de Strout consiste em centrifugar, durante tres 
minutos a 160 G, o soro proveniente de 5 mL de sangue, com 
nova centrifuga^ao do sobrenadante durante um minuto a 
350 a 360G, fazendo-se em seguida o exame do sedimento 
entre lamina e laminula. 

Alem da sensibilidade e positividade dos testes, o tempo 
de contaminagao da infec^ao pode afetar o resultado. Em ge- 
ral a evidenciagao de X cruzi pelo exame direto so e util nas 
primeiras semanas da doenga. Nos primeiros cinco a dez dias 
a partir da contaminagao, o resultado comumente e negativo 
porque nao houve tempo para uma multiplicagao satisfatoria 
dos parasitos. Apos os 30 dias do inicio dos sintomas, o nume- 
ro de parasitos circulantes decresce e aparecem os anticorpos 
IgM anti-X cruzi. Esses aspectos devem ser considerados na 
hora de avaliar a necessidade de repetir metodos em tempos 
diferentes da doenga (Brasil, 2009). 

Quando o exame direto resultar negativo, ele deve ser 
repetido algumas vezes ao dia (principalmente durante pico 
febril) durante alguns dias. 

Imunologico 

O diagnostico imunologico para doenga de Chagas 
identifica a presenga de anticorpos especificos no soro do pa¬ 
ciente na fase aguda da infecgao (IgM) e se mantem continuo 
durante toda a fase cronica da doenga (IgG) (Figura 44.33). 

O diagnostico precoce da doenga de Chagas e importan- 
te para implantar o tratamento inicial, visando a redugao das 
graves consequencias da infec^ao pelo X cruzi. O diagnostico 
deve se basear na combinagao de resultados laboratoriais, na 
historia clinica e epidemiologica e na detec^ao do parasito. 

Na fase cronica da infec^ao ocorre uma baixa parasite¬ 
mia e a presen^a de anticorpos especificos IgG anti-X cruzi 
e e indicada a realizagao de testes com elevada sensibilidade: 
hemaglutinagao indireta ou passiva (HAI), imunofluorescen- 
cia indireta (IFI) e o metodo imunoenzimatico (Elisa). Para 
evitar resultados falso-positivos ou falso-negativos, devem ser 
realizadas duas metodologias diferentes. 
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Figura 44.33 Esfrega^o de sangue contendo forma tripomastigo- 
ta de Trypanosoma cruzi em sangue periferico corado pelo Giemsa 
(objetiva 100 X). 

Fonte: Matos SB, 2013 


Os exames diagnosticos sao realizados nas seguintes situa¬ 
tes: em casos incomuns de pacientes sintomaticos ou com 
cardiopatia compativel a da doenga, em imunossuprimidos 
com diagnostico previo, em gestantes, em recem-nascidos de 
maes ja diagnosticadas, para a obtengao de prognostico de 
pacientes ja diagnosticados, para monitoramento da efetivi- 
dade do tratamento e em exames de triagem realizados para 
doa^ao de sangue e transplante (Marcipar e Lagier, 2012). 

O Western Blot ou Imunoblot tambem pode ser utili- 
zado para o diagnostico da doenga de Chagas e possui sen- 
sibilidade e especificidade de 100% (Furucho e col., 2008). 
Nesta tecnica, o antigeno de T. cruzi e submetido a eletro- 
forese em gel de poliacrilamida para separagao das protei- 
nas desnaturadas de acordo com sua massa molecular. Em 
seguida, o material fracionado no gel e transferido para uma 
membrana de nitrocelulose, os soros teste sao adicionados e a 
rea^ao antigeno-anticorpo e evidenciada pelo aparecimento 
de bandas caracteristicas. Um dos exemplos dessa tecnica e 
o teste comercialTESA-blot (trypomastigote excreted-secre- 
ted antigens-blot), que utiliza fragoes das formas infectantes 
do T. cruzi no formato de Imunoblotting e tern apresentado 
otimo desempenho (Frade e col., 2011). 

Mais recentemente, a citometria de fluxo, que e um me- 
todo sensivel para a detecgao de anticorpos, tern apresentado 
resultados promissores para o diagnostico e para a avaliagao 
da eficacia terapeutica na doenga de Chagas. A metodologia 
TRIPLEX (FC-TRIPLEX-IgGl) e um teste confirmatorio 
de elevada sensibilidade e especificidade que utiliza a citome¬ 
tria de fluxo para verificar a reatividade diferencial de anti¬ 
corpos antitripanossomatideos. (Matos e col., 2011). 

A Portaria 158 determina a obrigatoriedade de realiza- 
£ao de metodologia imunoenzimatica ou de quimiolumines- 
cencia para a detecgao de anticorpos anti-T cruzi na triagem 
de doadores de sangue (Brasil, 2016). 


O diagnostico da doenga de Chagas e dificil, tanto em 
laboratories de rotina que tratam de infeegoes suspeitas como 
na triagem de laboratories (bancos de sangue, bancos de san¬ 
gue do cordao umbilical, doadores de orgaos etc.). Embora 
existam varios ensaios disponiveis para o diagnostico imu- 
nologico (Elisa, HAI e IFI), nao ha uma tecnica-padrao de 
ouro, e os resultados obtidos por meio de tecnicas diferentes 
mostram desacordo, com diferentes niveis de sensibilidade e 
especificidade. A fonte da cepa utilizada para se obter o an¬ 
tigeno pode produzir diferengas de desempenho da tecnica, 
com resultados melhores com antigenos de cepas locais de T. 
cruzi. Reagoes inespecificas, causando positivos inconclusivos 
ou falsos, podem ocorrer no diagnostico da doenga de Cha¬ 
gas, mais frequentemente por anticorpos produzidos por pa¬ 
cientes com leishmaniose. Alguns testes confirmatorios tern 
sido descritos para sorologia convencional em situagoes duvi- 
dosas, como tripomastigota excretados-secretados antigeno- 
-blot (TESA-blot), INNO-LIA Chagas (linha imunoensaio), 
20 RIPA (ensaio de precipitagao radioimune) e immunoassay 
Abott Chagas TESA-blot, que mostra alta sensibilidade e es¬ 
pecificidade em diferentes grupos de pacientes, em compara- 
gao com aqueles de metodos sorologicos convencionais. Ela 
tern sido usada como o padrao-ouro na sorologia da doen^a. 
TESA-blot de Chagas e considerada positiva quando soros 
reagem com antigenos de 130-200 kDa e/ou antigenos de 
150-160 kDa, e alguns soros tambem reagem com bandas de 
80-120 kDa (SAPA - antigeno de fase aguda) .Varios pacien¬ 
tes cronicos tambem reagem com bandas SAPA alem de uma 
faixa de aproximadamente 95 kDa (Araujo & Berne, 2013). 

Para a obten^ao de resultados mais seguros no diagnos¬ 
tico da doenga de Chagas cronica, a OMS preconiza a reali- 
zagao de dois testes sorologicos de principios metodologicos 
diferentes: um que apresente elevada sensibilidade, como a 
RIFI ou o Elisa, utilizando antigeno total ou fragoes semi- 
purificadas do T. cruzi, acompanhado de outro com elevada 
especificidade, como o teste Elisa, utilizando antigenos re- 
combinantes especificos do T. cruzi (recElisa) (MS, 2010; de 
Almeida e Santiliano, 2012). 

No caso de resultados duvidosos, as rea^oes devem ser 
repetidas e outras tecnicas devem ser empregadas. Se dois me¬ 
todos apresentarem resultados contraditorios, e recomendada 
a realizagao de um terceiro metodo de principio diferente. 
Caso permanega a duvida, deve-se realizar um quarto me¬ 
todo de imunodiagnostico ou ate um metodo nao imuno- 
logico. Assim, quando a sorologia e duvidosa ou se deseja 
verificar a eficacia do tratamento, metodos parasitologicos 
indiretos, como a PCR, podem ser necessarios (de Lana e 
Tafuri, 2011; Marcipar e Lagier, 2012). 

Um estudo recente comprovando a seguranga e efetivi- 
dade de alguns testes rapidos para diagnostico da doenga de 
Chagas pode fazer com que haja alteragoes na recomendagao 
da OMS, fato que aumentaria a agilidade do diagnostico em 
campo e, consequentemente, do tratamento aos infectados. O 
estudo foi realizado em laboratories de diversos paises e, na 
proxima etapa, pretende-se avaliar o desempenho dos mes- 
mos testes rapidos em campo (Sanchez e col., 2014). 
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Molecular 

A detecgao molecular da infecgao por T. cruzi e feita por 
meio da tecnica de PCR. Entretanto, apresenta uso restrito e 
realizagao em centros com carater experimental. Devem ser 
desenvolvidos protocolos definidos e procedimentos opera- 
cionais padronizados (POP) para posterior ampla utilizagao. 
E uma metodologia de detec^ao indicada para casos em que 
o paciente se apresenta na fase cronica da doenga (Ministerio 
da Saude, 2005). 

Sao utilizados dois pares de iniciadores que amplificam 
sequencias de T. cruzi em alvos diferentes, uma sequencia de 
DNA genomico de 188 pb (TCZ1/TCZ2) e do DNA do 
cinetoplasto de 330 pb (S35/S36), a melhor sensibilidade foi 
observada para os iniciadores de 188 pb. Esses iniciadores 
conferiram uma sensibilidade de 5 fg, o que representa menos 
de um parasito (Gilber e col., 2013). 

Para melhorar a sensibilidade da PCR e usada a nested 
PCR, que atua realizando duas amplificagoes consecutivas do 
gene alvo. Esta varia^ao da tecnica tern se mostrado rapida, 
bastante sensivel e com um limite de detecgao aproximado de 
0,01 parasito (Gilber e col., 2013). 

A tecnica de PCR tern como vantagens a alta sensibili¬ 
dade e especificidade, rapida identificagao do parasito, quan- 
do comparada com os metodos tradicionais de diagnostico. 
Essas vantagens fazem da tecnica de PCR uma possivel fer- 
ramenta a ser usada quando os metodos convencionais nao 
forem decisivos para determinagao do parasito. 

A tecnica Real Time PCR representa um avango signifi- 
cante na area de diagnostico da doenga chagasica. Ela permite 


a quantificagao precisa dos produtos de PCR durante a fase 
exponencial da amplificagao, diferente da PCR classica, onde 
a sua quantifica^ao e obtida so no final. A performance da tec¬ 
nica de Real Time PCR depende da qualidade na extragao do 
DNA e utiliza sondas fluorescentes com sequencias especifi- 
cas, onde estas hibridizam com a sequencia alvo e emitem um 
sinal fluorescente. O sistema de detec^ao possibilita a correla- 
gao entre a intensidade do sinal com a quantidade do produto 
amplificado, aumentando, assim, a precisao e a exatidao do 
metodo (Duffy e col., 2013). 

A Real Time PCR permite a quantifica^ao de sequencias 
de DNA de forma mais rapida, precisa e sensivel. Dessa for¬ 
ma, o desenvolvimento de Real Time PCR para a quantifica- 
gao de T. cruzi e muito importante como marcador substituto 
de avaliagao da eficacia do tratamento, do diagnostico em 
pacientes com doenga chagasica e de quantifica^ao da carga 
parasitaria em tecidos infectados (Rendell e col., 2015). 

A PCR e realizada para os casos de transmissao por trans- 
fusao, transplantes, congenita ou por exposfyoes laboratoriais. 
No CDC (Centers of Desease Control and Prevention) a de- 
tec^ao molecular do DNA de T. cruzi e realizada usando uma 
combinagao de tres ensaios de PCR em tempo real. 

A doenga de Chagas, pela prevalencia, pela gravidade 
de suas manifesta^oes, constitui, ainda hoje, um problema de 
saude publica. Mesmo com a diminufyao da transmissao da 
doen^a de Chagas nos ultimos anos, a correta identificagao 
dos portadores dessa enfermidade e as a^oes de controle do 
triatomineo sao de fundamental importancia para a saude 
publica do pais. 


Plasmodium spp. 


Alexandre Januario da Sliva 


■ INTRODUgAO 

A malaria ou uma enfermidade semelhante a malaria foi 
observada ha mais de 4.000 anos. As referencias as febres pe- 
riodicas unicas de malaria sao encontradas ao longo da his- 
toria, a partir de 2700 a.C., na China. Hipocrates descreveu 
febres periodicas, rotulando-as como febre terga, quarta, sub- 
ter^a e cotidiana. A malaria pode ate ter contribuido para o 
declinio do Imperio Romano, e foi tao difundida em Roma, 
que era conhecida como a “febre romana”.Varias regioes na 
Roma antiga eram consideradas de risco para a doen^a, por 
causa das condfyoes favoraveis presentes para vetores da mala¬ 
ria. Isto incluiu areas como o sul da Italia, a ilha da Sardenha, 
os Pantanos Pontine, as regioes mais baixas da Etruria costeira 


e da cidade de Roma ao longo do rio Tib re. A presenga de 
agua parada nesses locais foi considerada como sitios ade- 
quados de reprodugao dos mosquitos, o que foi crucial para 
a disseminagao da doenga nessas regioes. O termo malaria 
origina da linguagem medieval italiana: mala aria — “ar ruim”; 
a doen^a foi anteriormente chamada de febre ou febre do 
pantano, devido a sua associagao com pantanos e manguezais. 
O termo apareceu pela primeira vez na literatura em ingles 
por volta de 1829. 

Existem aproximadamente 156 especies do genero Plas¬ 
modium que infectam varias especies de vertebrados. Quatro 
especies desse protozoario sao consideradas causadoras de 
malaria humana, uma vez que as mesmas utilizam os seres 
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humanos quase exclusivamente como um hospedeiro inter¬ 
mediary natural. Essas especies sao: P. falciparum, P. vivax, P. 
malariae e P. ovale. No Brasil, ate o momento, dentre essas 
quatro especies, o Plasmodium ovale nao foi identificado como 
causador de malaria humana. 

Existem relatos de outras especies de Plasmodium en- 
contradas em simios que podem causar malaria em seres 
humanos. A maioria dos casos estudados de malaria huma¬ 
na causada por especies zoonoticas se refere ao Plasmodium 
knowlesi. No momento da redagao deste texto, nao havia sido 
determinado se P. knowlesi poderia estar sendo naturalmente 
transmitido entre seres humanos atraves do mosquito, sem o 
envolvimento do hospedeiro intermediary natural (macacos, 
genero Macaco). Por essa razao, o P. knowlesi ainda e considera- 
do uma especie de origem zoonotica. Os casos de P. knowlesi 
vem sendo registrados no sudeste da Asia. Entretanto, um 
caso de malaria importada causada por P. knowlesi foi registra- 
do em um paciente dos Estados Uni dos que viajou para uma 
das areas do mundo onde casos de infec^ao por P. knowlesi 
haviam sido previamente estudados. 

■ EPIDEMIOLOGIA 

Em 2012, foi estimado que cerca de 627.000 pessoas 
morreram de malaria, sendo a maioria crian^as residentes da 
Africa subsaariana. Na ultima decada, um numero crescente 
de recursos tern sido utilizado no controle de malaria, e esse 
aumento de escala das intervengoes salvou aproximadamente 
3,3 milhoes de vidas no mundo todo. Essas intervengoes tam- 
bem diminuiram a mortalidade mundial causada por malaria 
em 45%. Entretanto, ainda existem muitos desafios para o 
controle total, com o objetivo da eliminagao da doenga. Os 
paises da Africa sao os mais afetados por esta endemia, e o 
controle da malaria em certas areas tern sido extremamente 
dificil, por uma serie de motivos: 1) mosquitos vetores que 
transmitem a malaria com alto indice de eficiencia e resis- 
tentes a tratamento com inseticidas; 2) alta prevalencia das 
especies mais mortais do protozoario; 3) clima favoravel e 
infraestrutura inadequada para o combate da doen^a; 4) cus- 
tos elevados de interven^ao que sao dificeis manter em paises 
ou regioes com alto indice de pobreza. A malaria geralmente 
ocorre em areas onde as condigoes ambientais permitem a 
multiplica^ao do Plasmodium no vetor, isto e, nos mosquitos 
do genero Anopheles. A malaria esta normalmente restrita a 
areas tropicais e subtropicais e altitudes inferiores a 1.500 m, 
embora ja tenha sido endemica em grande parte da America 
do Norte, Europa e ate mesmo partes do norte da Asia. 

No Brasil, a sua grande area endemica e formada por 
todos os estados da Amazonia Legal. Essa distribuigao poderia 
ser afetada por mudan^as climaticas e movimentos popula- 
cionais, e, por isso, existe sempre uma preocupa^ao com a 
vigilancia sanitaria em paises que nao sao considerados ende- 
micos para malaria. O P. falciparum e a especie mais prevalente 
e predominante em todo o mundo. O P. vivax e o P. ovale 
ocupam tradicionalmente nichos complementares nas areas 
onde se verifica a presenga do P. falciparum, com o P. ovale pre- 


dominando na Africa subsaariana e o P. vivax nas outras areas, 
como, por exemplo, nas Americas do Sul e Central. Mesmo 
assim, essas duas especies se sobrepoem em suas distributes 
geograficas. Essas duas especies nem sempre sao distinguiveis 
com base em caracteristicas morfologicas por si so, e o uso de 
ferramentas moleculares ajudam a esclarecer o seu diagnos¬ 
tic e exata distribuigao. P. malariae tern ampla distribuigao 
mundial, sendo encontrado na America do Sul, Asia e Africa, 
mas e menos frequente do que o P. falciparum, P. vivax e P. ovale 
em termos de associagao com casos de infec^ao. 

■ TRANSMISSAO E CICLO DE VIDA 

O ciclo de vida do Plasmodium spp. envolve dois hos- 
pedeiros. O mosquito femea do genero Anopheles pica o in- 
dividuo para utilizar o sangue como nutriente para os ovos. 
Com isso, o mosquito infectado inocula esporozoitos no 
hospedeiro humano. Em seguida, os esporozoitos infectam 
as celulas do figado e amadurecem em esquizontes. Nessa 
etapa do ciclo, P. vivax e P. ovale podem desenvolver uma fase 
dormente (hipnozoitos) e persistir no figado por um periodo 
longo (meses ou anos), podendo causar recaidas, invadindo 
a corrente sanguinea. As celulas hepaticas infectadas com os 
esquizontes se rompem liberando merozoitos para a corrente 
sanguinea, e esses merozoitos iniciam o ciclo eritrocitico ao 
infectarem os eritrocitos circulantes. Em seguida, os parasi- 
tos iniciam a multiplica^ao assexuada dentro dos eritrocitos. 
Inicialmente, eles se transformam em trofozoitos em estagio 
de anel, maturam em esquizontes, que se rompem liberando 
merozoitos. Alguns merozoitos se diferenciam em estagios 
eritrocitarios sexuais (gametocitos). Os estagios do Plasmo¬ 
dium no sangue sao responsaveis pelas manifesta^oes clinicas 
da doenga. Os gametocitos do sexo masculino (microgame- 
tocitos) e feminino (macrogametocitos) sao ingeridos pelo 
mosquito Anopheles durante a picada no individuo infectado. 
A multiplica^ao do protozoario no mosquito e conhecida 
como ciclo esporogonico. No estomago do mosquito, os mi- 
crogametas irao fecundar os macrogametas, gerando zigotos. 
Os zigotos, por sua vez, tornam-se moveis e alongados (oo- 
cinetos), que invadem a parede do intestino medio do mos¬ 
quito e se desenvolvem em oocistos. Os oocistos crescem, 
as celulas infectadas se rompem liberando esporozoitos, que 
migram para as glandulas salivares do mosquito. A inoculagao 
dos esporozoitos em um novo hospedeiro humano perpetua 
o ciclo de vida do Plasmodium spp. 

A transmissao da malaria tambem pode ocorrer por meio 
do contato direto com o sangue de uma pessoa infectada, 
como, por exemplo, em transfusoes de sangue, transplantes 
de orgaos ou, ainda, pelo compartilhamento de seringas entre 
usuarios de drogas injetaveis. 

■ PATOGENIA E ASPECTOS CUNICOS 

Os sintomas da malaria podem nao ser especificos, e o 
diagnostico clinico pode ser confundido com outras doen- 
gas febris se o medico nao estiver atento para os dados epi- 
demiologicos apresentados pelo paciente. Como a malaria 
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nao tratada pode evoluir para formas graves que podem 
ser rapidamente (<24 horas) fatais, a enfermidade deve ser 
sempre considerada em pacientes que tern uma historia de 
exposigao, principalmente viagens passadas ou residencia 
em areas endemicas. Os sintomas mais frequentes sao febre 
alta, suor e calafrios, que podem ser acompanhados de dor 
de cabega, mialgias, artralgias, fraqueza, vomitos e diarreia. 
Outras caracteristicas clinicas incluem esplenomegalia, ane¬ 
mia, trombocitopenia, hipoglicemia, disfungao pulmonar ou 
renal, e alteragoes neurologicas. A apresenta^ao clinica pode 
variar substancialmente, dependendo das especies infectantes, 
do nivel de parasitemia e do estado imunitario do paciente. 
As infecgoes causadas por P. falciparum sao as mais propen- 
sas a evoluir para formas graves, potencialmente fatais com 
envolvimento do sistema nervoso central (malaria cerebral), 
insuficiencia renal aguda, anemia grave, ou mesmo sindrome 
respiratoria aguda. Outras especies tambem podem apresen- 
tar manifesta^oes graves. As complicates da malaria por P. 
vivax incluem esplenomegalia (com, raramente, ruptura do 
ba^o), e as de formas graves de infec^oes por P. malariae po¬ 
dem incluir sindrome nefrotica. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 
Exame parasitologico do sangue 

A microscopia (analise morfologica) continua sendo o 
“padrao ourcf’para 0 diagnostico da malaria.As formas para- 
sitarias das especies de Plasmodium podem ser visualizadas em 
esfregagos de sangue ou gota espessa corados com coloragoes 
de Giemsa, Wright, ou Wright-Giemsa. A coloragao de Gie- 
msa e preferida, uma vez que permite a detecgao de certas 
caracteristicas morfologicas, como, por exemplo, granulates 
de Schuffner e granulates de Maurer, que nao podem ser 
vistas com as outras coloragoes. Os exames em gota espessa 
sao normalmente utilizados para detectar a presen^a do pro¬ 
tozoario e quantificar as formas presentes para uma estima- 
tiva precisa da parasitemia. Os esfregagos sao mais especificos 
e utilizados para a identifica^ao do Plasmodium em nivel de 
especie, uma vez que as caracteristicas morfologicas sao vi- 
siveis e distintas nos tres estagios do referido protozoario. A 
identificagao diagnostica das especies de Plasmodium e muito 
importante para a definif ao do regime de tratamento. A para 
as infectes de P falciparum, uma vez que estas podem ser 
muito mais graves do que as causadas pelas outras especies. 
Em adigao, a diferenciagao tambem e muito importante no 
caso das infec^oes causadas por P vivax e P ovale, pois essas 
duas especies requerem tratamento do paciente com medi- 
camentos que potencializam a eliminagao de estagios dor- 
mentes (hipnozoitos) que podem ser produzidos por ambas 
as especies. O tratamento inadequado da malaria causada por 
estas duas especies pode resultar numa reativagao da infec^ao 
no paciente meses ou ate anos depois da infec^ao original. A 
quantifica^ao tambem pode ser feita em esfregagos, mas, nes- 
se caso, o resultado final determina o numero de eritrocitos 
infectados e nao a concentra^ao de parasitos por volume de 
sangue, como e feito atraves da quantifica^ao em gota espes¬ 


sa. Em resumo, tanto a gota espessa quanto o esfregago sao 
elementos essenciais no diagnostico laboratorial da malaria. 

Metodos moleculares 

Como indicado anteriormente, as caracteristicas morfo¬ 
logicas das especies de Plasmodium sao utilizadas para a de¬ 
terminate diagnostica das especies presentes nas amostras 
clinicas como padrao ouro do diagnostico laboratorial da 
malaria. Entretanto, as caracteristicas morfologicas podem 
nao estar apresentadas de forma a garantir uma identificagao 
diagnostica de total seguranga. Em alguns casos, a presenga do 
Plasmodium nos esfregagos pode nao apresentar todos os esta¬ 
gios necessarios para a distingao em nivel de especie.Tambem 
se observam casos em que a morfologia do protozoario foi 
alterada por tratamento medicamentoso ou armazenamen- 
to inadequado da amostra. Existem tambem as situates em 
que a preparagao do esfregago pode estar abaixo do padrao 
de qualidade necessario para um diagnostico definitivo, bem 
como situates em que o paciente examinado possui uma 
parasitemia muito baixa e o numero de parasitos no esfregago 
ou na gota espessa esta muito proximo do limite de deteegao 
da tecnica de microscopia. Alem disso, existem casos em que 
as caracteristicas morfologicas podem se sobrepor, por exem¬ 
plo, P vivax e P ovale possuem caracteristicas semelhantes em 
alguns estagios, como a tendencia dos trofozoitos maduros 
de infectar eritrocitos mais jovens e reticulocios que normal¬ 
mente sao maiores do que a media dos eritrocitos no campo 
microscopico. Outra caracteristica que pode ser semelhante 
entre P vivax e P ovale se refere a aparencia ameboide dos 
trofozoitos maduros. Todos esses aspectos podem limitar a 
acuracia do diagnostico morfologico e, assim, testes que pos- 
sam oferecer uma analise independente podem ser de grande 
auxilio na confirmagao desses casos. 

Os testes moleculares vem sendo amplamente utiliza¬ 
dos no diagnostico laboratorial da malaria, especialmente 
em laboratories de referenda diagnostica. Tais testes, como 
a rea^ao em cadeia da polimerase - PCR, podem detectar o 
Plasmodium spp em amostras onde a parasitemia pode ate ser 
inferior ao nivel detectavel de exame microscopico. Existe 
uma serie de metodologias moleculares diferentes da PCR 
que vem sendo desenvolvidas como aplicagoes no diagnos¬ 
tico laboratorial da malaria, como a tecinica de “RealAmp” 
(do ingles Real-Time Loop-Mediated Isothermal Amplifi¬ 
cation) e ensaios de PCR utilizando primers com indutores 
fluorogenicos, como o PET-PCR (do ingles Photo-Induced 
Electron Transfer Fluorogenic Polimerase Chain Reaction). 
RealAmp como o PET-PCR uma aplica^ao mais direciona- 
da a pesquisa e nao ao diagnostico clinico ou mesmo diag¬ 
nostico laboratorial de referenda. 

Metodos imunocromatograficos 
Detec<;ao de antigenos 

O avango diagnostico propiciou o desenvolvimento de 
ensaios imunocromatograficos que permitem rapida detec- 
gao de proteinas de plasmodios diretamente de uma amostra 
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de sangue, utilizando anticorpos monoclonais. Esses metodos 
tambem conhecidos como testes rapidos vem se tornando 
fundamentals para os programas de controle mundial da ma¬ 
laria. Uma vez que sao de facil execugao, os testes rapidos 
podem ser implementados em hospitals, clinicas locals ou ate 
mesmo postos de saude em vilarejos onde o atendimento 
medico e inexistente ou escasso. Os testes rapidos tambem 
tern sido utilizados em paises desenvolvidos como os Estados 
Unidos. Esses testes sao extremamente uteis no diagnostico de 
casos de malaria grave causada normalmente por P. falciparum 
adquirida por individuos que viajaram para areas endemicas. 
Nos Estados Unidos existe pelo menos um teste rapido apro- 
vado pelo U.S. FDA para uso direto no diagnostico clinico 
da malaria, o Binax Now (http://www.alere.com/en/home/ 
support/edu/product-demos/binaxnow/binaxnow-malaria. 
html). Esse teste, tern um formato um pouco mais complexo 
do que a maioria dos testes rapidos. A execugao do teste se 
faz com uma amostra de sangue do paciente aplicado ao blo- 
co reservado para amostra no cassete de rea^ao juntamente 
com os reagentes que acompanham o kit. Apos 15 minutos, 
a presenga de bandas especificas nas areas de rea^ao irao in¬ 
dicar se o paciente esta infectado com P. falciparum ou uma 
das outras tres especies de malaria humana. Recomenda-se 
que o lab oratorio mantenha um controle positivo das quatro 
especies para controlar a interpretagao correta dos resultados. 
Um video que explica os fundamentos do teste, a execugao 
e interpretagao de resultados foi produzido pelo Centers for 
Disease Control e esta disponivel na internet no enderego 
http://www.cdc.gov/ malaria/diagnosis_treatment/rdt.html. 

No Brasil os testes rapidos estao disponiveis para o 
diagnostico da malaria e sao utilizados para diagnostico da 
enfermidade causada por diferentes especies do genero Plas¬ 
modium. Alguns exemplos comerciais desses testes exclusivos 
para diagnostico de Pfalciparum sao o Check-Pf® e o Malar- 
Check®, que se baseiam na detec^ao, no sangue do paciente, 
da proteina Pf-HRP2, atraves de anticorpos monoclonais. Os 
testes que discriminam o P falciparum de outras especies sao 
o ICT-PfPv® e o OptiMal®, tambem realizados em fita de 
nitrocelulose e consistem na detec^ao, por imunocromato- 
grafia, da enzima desidrogenase lactica (pDHL) especifica do 
genero Plasmodium , e de outra especifica do Pfalciparum (Pf- 
-DHL), presente no sangue total do paciente. 

Metodos imunologicos 

A detec^ao de anticorpos da malaria para o diagnostico 
clinico e realizada utilizando diferentes testes imunologicos, 
como o teste de imunofluorescencia indireta. Esses testes, 
tambem chamados de testes sorologicos, podem ser usados 
como uma ferramenta para determinar se um paciente foi 
infectado pelo Plasmodium sp. Entretanto, na maioria das 
vezes, e bem dificil determinar a especie infectante, devido 
ao nivel de rea^ao cruzada exibido. Em razao do tempo ne- 
cessario para o desenvolvimento de anticorpos e tambem a 
persistencia de anticorpos, testes serologicos nao sao praticos 
para diagnostico de rotina da malaria aguda. No entanto, a 
detec^ao de anticorpos pode ser util para triagem de doado- 


res de sangue envolvidos em casos de malaria induzida por 
transfusao, quando a parasitemia do doador pode estar abaixo 
do nivel detectavel do exame parasitologico. Reagoes cruza- 
das em testes sorologicos tambem ocorrem frequentemente 
entre as especies de Plasmodium e especies de Babesia. O pro- 
cedimento de um teste sorologico por imunofluorescencia se 
baseia na rea^ao do soro do paciente com os parasitas fixados 
em lamina de microscopia. Se anticorpos estiverem presen- 
tes, os mesmos se ligarao aos antigenos do parasita, formando 
um complexo antigeno-anticorpo (Ag-Ab). Adiciona-se, en- 
tao, anticorpo anti-humano marcado com fluoresceina, que 
se liga aos anticorpos especificos da malaria do paciente. A 
rea^ao positiva se dara quando os parasitas aparecerem fluo- 
rescentes ao serem examinados por microscopia de fluores- 
cencia (Figura 44.34). 



Figura 44.34 Exemplo de uma reapao positiva de imunofluores¬ 
cencia. Os parasitas da malaria (gametocitos) aparecem fluorescentes 
quando examinados ao microscopio de fluorescencia. 

Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx/malaria/dx.htinl. 

■ CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE 
DIFERENTES ESTAGIOS DAS ESPECIES DE 
PLASMODIUM 
Plasmodium falciparum 

As infec^oes causadas por P. falciparum normalmente sao 
acompanhadas de alta parasitemia com eritrocitos, podendo 
conter multiplos estagios de trofozoitos j ovens em forma de 
anel. Esses trofozoitos sao normalmente pequenos em com- 
paragao com os trofozoitos de P vivax e P. ovale e possuem 
um citoplasma delicado e uma cromatina pequena e bem 
defmida. Alguns trofozoitos j ovens podem ser binucleados, 
ou seja, apresentar duas cromatinas. Os gametocitos de P.falci¬ 
parum possuem uma morfologia bem distinta e unica, do tipo 
falciforme ou forma de banana. Os esquizontes de P. falcipa¬ 
rum normalmente produzem um numero alto de merozoitos, 
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Figura 44.35 (A e B) Trofozoitos j ovens de P. falciparum em esfregapo sanguineo corado por colorapao de Giemsa. Em B, notar o eritrocito 
contendo multiplos trofozoitos, o que e uma caracteristica da infecpao causada por essa especie. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 
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Figura 44.36 Trofozoitos jovens de Pfalciparum em uma gota espessa corada por colorapao de Giemsa. Os trofozoitos indicados pelas setas 
sao binucleados, ou seja, apresentam duas cromatinas. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 







Figura 44.37 Gametocitos (seta) de Pfalciparum em esfregapo gota espessa (imagem a direita) e esfregapo sanguineo (imagem a esquerda), ambos 
corados por colorapao de Giemsa. Notar a morfologia falciforme do gametocito. Nestas imagens, ainda se pode observar o “bib” que representa o 
restante da membrana do eritrocito infectado. As imagens tambem mostram formas de aneis ou trofozoitos j ovens em alguns eritrocitos. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 
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podendo conter em torno de 20 ou mais, com media de 16 a 
18 merozoitos. As infecgoes causadas por P. falciparum normal- 
mentre sao bem sincronicas e, por isso, nao e comum obser- 
var todos os estagios nas amostras dos pacientes. Geralmente 
se observam trofozoitos j ovens (fase aguda) e gametocitos na 
circulagao. 



Figura 44.38 Esquizonte de P. falciparum em esfregapo sanguineo 
corado por colorapao de Giemsa. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 


Plasmodium vivax 

Os trofozoitos j ovens de P. vivax geralmente tern um ci- 
toplasma espesso com um unico ponto grande de cromatina. 
Esses estagios podem ser confundidos com os de P ovale. O 
citoplasma dos trofozoitos de P vivax pode ser ameboide e 
granulagoes de Schiiffner aparecem conforme os trofozoitos 
amadurecem. Os trofozoitos mais maduros de P vivax serao 
cada vez mais ameboides contendo grandes vacuolos. Os eri¬ 
trocitos infectados sao visivelmente maiores do que os nao 
infectados. As granulagoes de Schiiffner nos eritrocitos sao 
visiveis e vermelhas com a coloragao de Giemsa. Os game¬ 
tocitos de P vivax sao arredondados ou ovais, grandes e nor- 
malmente preenchem o citoplasma do eritrocito infectado. O 
citoplasma do gametocito geralmente cora-se em azul mais 
escuro e contem o pigmento malarico (hemozoina), que ten- 
de a ser fino e marrom. Os esquizontes de P vivax sao grandes 
e ameboides. A cromatina e disposta em duas ou mais mas- 
sas, e o pigmento malarico e tambem geralmente disposto 
em mais do que uma massa. Os esquizontes maduros podem 
conter de 12 a 24 merozoitos, cada um dos quais contem um 
ponto de cromatina e uma massa de citoplasma. O numero 
medio de merozoitos encontrados em esquizontes de P vivax 
e de aproximadamente 12 a 18. O pigmento e normalmente 
organizado em um ou dois aglomerados. Como em outros 
estagios, os eritrocitos infectados com esquizontes sao geral¬ 
mente maiores que hemacias nao infectadas. 
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Figura 44.39 Trofozoitos jovens de P. vivax em uma gota espessa (imagem a esquerda) e em esfregapo sanguineo (a direita) corados por 
colorapao de Giemsa. Notar que o tamanho dos eritrocitos infectados e maior do que dos eritrocitos nao infectados observados no campo 
microscopico. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 
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Figura 44.40 Trofozoitos maduros de P vivax em uma gota espessa (a esquerda) e em esfregapo sanguineo (a direita) corados por colorapao 
de Giemsa. Notar as granulates de Shiiffner e que o tamanho do eritrocito infectado e maior que da media dos eritrocitos nao infectados 
observados no campo microscopico. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 



Figura 44.41 Gametocitos de P. vivax em uma gota espessa (a esquerda) e em esfregapo sanguineo (a direita) corados por colorapao de Giemsa. 
Os gametocitos sao arredondados e normalmente ocupam todo o interior do eritrocito infectado. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 



Figura 44.42 Esquizontes de P vivax em uma gota espessa (a esquerda) e em esfregapo sanguineo (a direita), ambos corados pela colorapao 
de Giemsa. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 
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Plasmodium malariae 

Os trofozoitos jovens tem um (raramente dois) ponto 
de cromatina e um anel de citoplasma, que tende a ser mais 
espesso do que o de P. falciparum. Formas “de olho de passa- 
ro” podem ser observadas. Nao ha aumento do tamanho dos 
eritrocitos infectados. Os trofozoitos maduros de P. malariae 
tem a cromatina arredondada ou entremeada e o citoplasma 
geralmente compacto. O pigmento pode ser grosseiro e pe¬ 
riferico. No trofozoito maduro, o citoplasma pode alongar 
dentro do eritrocito infectado, formando uma “banda”, ou 
pode ser oval com um vacuolo, tomando uma forma de “ces- 
to”. A cromatina e geralmente unica, as vezes menos defmida 
ou meio espessa. A cromatina pode se tornar mais arredonda¬ 
da nos trofozoitos que nao atingiram a matura^ao completa. 


* r 

* 


Os esquizontes de P. malariae tem em torno de 6 a 12 (geral¬ 
mente 8 a 10) merozoitos, muitas vezes dispostos em roseta. 
Os esquizontes maduros podem encher quase completamen- 
te o eritrocito infectado. O pigmento e claro e muitas vezes 
periferico. Esquizontes podem ser comuns na circulagao de 
sangue periferico. Os gametocitos sao redondos e ocupam a 
hemacia de tamanho normal. 

Plasmodium ovale 

Os trofozoitos j ovens em forma de anel geralmente 
contem um unico ponto de cromatina, mas podem ser bi- 
nucleados. Eritrocitos infectados contendo mais do que um 
trofozoito jovem podem ser observados, tornando dificil a 
diferenciagao dos estagios de anel do P. ovale e do P.falciparum. 



Figura 44.43 Imagem a extrema esquerda: trofozoitos maduros (alto do lado esquerdo da imagem) e trofozoitos j ovens (lado direito mais 
abaixo) de P. malariae em uma gota espessa. Imagens a direita:Trofozoitos em esfregapos sanguineos. Notar a forma conhecida como “olho de 
passaro” (seta preta) e a forma de banda (seta vermelha) que sao caracteristicas de trofozoitos j ovens e maduros de P. malariae, respectivamente. 
Na forma de “olho de passaro”, a cromatina do trofozoito se posiciona mais central em relapao ao citoplasma do parasito. Na forma de banda, 
o trofozoito se alonga dentro do eritrocito infectado formando uma banda transversal. As imagens foram obtidas de esfregapo e gota espessa 
corados por Colorado de Giemsa. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 
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Figura 44.44 Gametocitos de P. malariae em gota espessa (a esquerda) e em esfregapo sanguineo (a direita) corados por colorapao de 
Giemsa. Notar no esfregapo que o tamanho da celula infectada e menor do que a media dos outros eritrocitos presentes no mesmo campo 
microscopico. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 
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O citoplasma e normalmente espesso com um grande ponto 
de cromatina como descrito em P. vivax. Os trofozoitos ma- 
duros sao menos ameboides do que os de P. vivax e podem 
apresentar fimbriagoes, que sao ramificagoes dentilhadas nas 
bordas da membrana do eritrocito infectado. Tambem apre- 
sentam as granulagoes de Schiiffner como descrito em P vi¬ 
vax. Os eritrocitos infectados nao sao geralmente tao grandes 
como os observados em infec^oes por P vivax. Os trofozoitos 
maduros de P. ovale sao mais compactos, com menos vacuo- 
los, quando comparados com o mesmo estagio do P. vivax. 


Os gametocitos sao arredondados e normalmente nao preen- 
chem todo o espago interno do eritrocito infectado. Mesmo 
assim, os gametocitos de P. ovale podem se confundir com os 
de P. vivax , embora haja geralmente menor alargamento dos 
eritrocitos infectados. Os esquizontes de P. ovale podem ser 
semelhantes aos de P. vivax , embora tenham a tendencia de 
ser menores, contendo menos merozoitos (4 a 16, em me¬ 
dia, 8). Esse estagio pode demonstrar alongamento para uma 
forma oval com fimbriagoes. O pigmento e menos espesso, 
semelhante ao observado em P. vivax. 


* 
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Figura 44.45 Esquizontes de P malariae em uma gota espessa (a esquerda) e em esfregapo sanguineo (a direita), ambos corados por colorapao 
de Giemsa. Notar a forma de roseta que os esquizontes exibem, com o pigmento malarico se posicionando no centro e os merozoitos rode- 
ando o mesmo. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 







Figura 44.46 Trofozoitos de P. ovale em gota espessa (a esquerda) e em esfregapo sanguineo (a direita) corado por colorapao de Giemsa. Notar 
no esfregapo que as celulas infectadas mostram as granulapoes de Shiiffner e tambem apresentam fimbriapoes (seta) que sao as ramificapoes 
dentilhadas nas bordas dos eritrocitos, caracteristicas morfologicas tipicas de P. ovale. O tamanho da hemacia infectada e menor do que a media 
dos outros eritrocitos presentes no mesmo campo microscopico. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html. 
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Figura 44.47 Gametocitos de P. ovale em gota espessa (a esquerda) e em esfregapo sanguineo (a direita) corados por colorapao de Giemsa. 
Notar que as celulas infectadas mostram as granulapoes de Shiiffner e tambem apresentam fimbriapoes (seta), que sao caracteristicas morfolo- 
gicas tipicas de P. ovale. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html 



Figura 44.48 Esquizontes de P. ovale em gota espessa (a esquerda) e em esfregapo sanguineo (a direita) corados por colorapao de Giemsa. 
Observar que as celulas infectadas mostram as granulapoes de Shiiffner e tambem apresentam fimbriapoes. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html 


Plasmodium knowlesi 

Os trofozoitos jovens em forma de anel de P. knowlesi 
sao semelhantes aos de P. falciparum, com cromatina peque- 
na e bem defmida. Formas applique podem aparecer, assim 
como aneis retangulares, e abrigar um ou mais pontos de 
cromatina. Os eritrocitos tambem podem conter mais do 
que um trofozoito. A medida que o vacuolo e perdido du¬ 
rante a fase de maturagao, o trofozoito torna-se menor e 
mais compactado. Quando maduro, os aneis nao ameboides 
podem ocupar metade ou mais do citoplasma do eritrocito 
infectado. Os trofozoitos maduros de P knowlesi geralmente 
formam bandas muito semelhantes as observadas em P ma- 


lariae. O pigmento malarico (hemozoina) tern a aparencia 
de graos escuros. Granulagoes muitas vezes referidas como 
“pontuagoes de Sinton e Mulligan” podem estar presentes 
nos eritrocitos e sao diferentes das pontua^oes de Schiiffner 
observadas em P. vivax e P. ovale. Os esquizontes podem ter 
pontua^oes de Sinton e Mulligan. O nucleo dos esquizon¬ 
tes continuam a se dividir ate que haja 16 (media de 10) 
merozoitos. Conforme o esquizonte amadurece, o mesmo 
preenche o citoplasma do eritrocito infectado e o pigmento 
malarico se forma em uma ou mais massas. No esquizon¬ 
te maduro, os merozoitos podem aparecer segmentados e o 
pigmento se tornar uma massa unica. 
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Figura 44.49 Diferentes estagios de F? knowlesi em um esfrega^o sangumeo corado pela Colorado de Giemsa. Os estagios de trofozoitos 
jovens sao indicados por seta preta; trofozoito maduro e indicado por seta vermelha; o estagio de gametocito e indicado por seta verde e o 
estagio de esquizonte e indicado por seta azul. 

Fonte: www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html 


Toxoplasma gondii 


Silvia Maria Spalding 


■ INTRODUgAO 

A toxoplasmose e uma infecgao causada por Toxoplasma 
gondii, um protozoario coccideo intracelular obrigatorio, de 
distribuigao cosmopolita. Os felideos sao os hospedeiros de- 
finitivos, enquanto o homem e outros mamiferos e aves sao 
hospedeiros intermediaries. 

O toxoplasma foi isolado, primeiramente em 1908 
por Nicolle e Manceaux, de um roedor africano da espe- 
cie Ctenodactylus gundi, da qual se originou o nome. Na 
mesma epoca, em Sao Paulo, Splendore isolou o mesmo 
agente de coelhos. A primeira descrigao de infec^ao hu- 
mana por este parasito foi feita por Jankii, em 1923, no re- 
lato de um caso em crianga falecida em Praga (Cimerman 
e Cimerman, 2001). Torres e col., em 1927, descreveram 
a presenga em cortes histologicos de cerebro, miocardio 
e musculo esqueletico de um recem-nascido falecido. No 
ano de 1937, ocorreu a primeira descrigao da infeeqao 
congenita, por Wolf e Cohen, relatando a ocorrencia em 
recem-nascido com encefalite, meningite e mielite (Vaz 
e col., 2011). 

Somente apos o desenvolvimento de um teste sorolo- 
gico, do corante de Sabin e Feldman, em 1948, e que foi 
possivel demonstrar a alta prevalencia mundial dessa infec^ao, 
o que contribuiu imensamente para o diagnostico laborato- 
rial da toxoplasmose, possibilitando a realizagao de inqueritos 
epidemiologicos (Neves e col., 2011). 


■ EPIDEMIOLOGIA 

A toxoplasmose e uma zoonose de ampla distribuigao 
geografica, com predominance de soropositividade em areas 
de clima quente e umido, com prevalencia variavel ate mes¬ 
mo dentro do mesmo pais ou estado. A variabilidade da fre¬ 
quence da infec^ao esta ligada a diversos fatores, tais como: 
padroes culturais da popula^ao, habitos alimentares, idade, 
procedencia rural ou urbana. Cerca de 20% a 83% da popula- 
gao humana apresenta anticorpos anti -T.gondii, sob forma de 
infec^ao cronica assintomatica (Montoya e Liesenfeld, 2004). 

A prevalencia varia com a abundance de gatos e com 
os habitos alimentares, sendo que a prevalencia aumenta 
com a idade do individuo, supostamente pelo maior tempo 
de exposi^ao ao parasito. A prevalencia de toxoplasmose em 
adultos varia de acordo com a idade e a populagao estudada; 
este fato ocorre pelas diferentes formas de infeegao. Oocistos 
infectantes podem sobreviver ate 18 meses em condi^oes ad- 
versas, contaminando a agua e as pastagens, disseminando, por 
sua vez, o parasito entre herbivoros (Vaz e col., 2011). 

As cepas de T. gondii foram defmidas, baseando-se na vi¬ 
rulence em camundongos infectados da linhagem “Swiss”, 
em tres tipos (Grigg e col., 2001; Sibley, 2003). Cepas do tipo 
I sao altamente patogenicas, com elevado nivel de parasite¬ 
mia, provocando a morte em camundongos com formagao 
de ascite contendo taquizoitos em um tempo medio de 5 a 
10 dias (Ajioka e col., 2001). A cepa tipo I mais conhecida e 
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a RH, que foi isolada em 1939, sob a forma de cisto do cere- 
bro de um recem-nascido com toxoplasmose congenita que 
apresentava lesoes cerebrais. Esta cepa ate entao foi conside- 
rada pouco patogenica. Apos sucessivas passagens em culturas 
de celulas, os parasitos perderam a capacidade de formar cis- 
tos. Em camundongos, verificou-se a transforma^ao em uma 
cepa altamente patogenica, ocasionando a morte dos animais 
com a presenga de inumeros taquizoitos na cavidade abdomi¬ 
nal. Desde entao, passou a ser utilizada como cepa referenda 
do tipo I (Ajioka e col., 2001; Ajzemberg e col., 2005). Cepas 
do tipo II sao menos patogenicas e induzem infec^ao cronica, 
produzindo cistos teciduais nos animais (Ajioka e col., 2001). 
Cepas do tipo III possuem patogenicidade intermediaria. In¬ 
duzem discreta ascite em camundongos com pouquissimos 
taquizoitos e poucos cistos no cerebro (Ajioka e col., 2001). 
A cepa RH e aquelas cepas que sao geneticamente similares 
a ela exibem uma dose letal de 100% (LD100) de um uni- 
co parasito viavel. Cepas pouco virulentas exibem uma dose 
letal (LD50) maior ou igual a 1.000 parasitos e facilmente 
estabelecem infec^oes cronicas em camundongos (Howe e 
col., 1996). As cepas com virulencia intermediaria podem ser 
cepas em transigao entre os fenotipos virulentos e nao viru- 
lentos (Literak e col., 1998). 

As linhagens clonais identificadas por essas tecnicas sao 
dos tip os: I, II e III, e estao relacionadas ao gene SAG2 do T. 
gondii, sendo encontradas em cepas isoladas em humanos e 
animais (Fuentes e col., 2001;Vaz e col., 2010). Filogenetica- 
memente, os genotipos dosTipos II e III pertencem ao mes- 
mo grupo, contudo o genotipo do tipo II e mais prevalente 
em camundongos e em cepas mantidas em cultivo celular. O 
genotipo do tipo I esta associado a toxoplasmose congenita 
(Fuentes e col., 2001;Ajzenberg e col., 2002;Vaz e col., 2010). 

No Brasil, existem estudos que demonstram variagoes da 
prevalencia da toxoplasmose na populagao adulta imunocom- 
petente e na populagao de gestantes, assim como da relagao e 
comparagao de metodos de diagnostico diversos (imunologi- 
cos e parasitologicos), incluindo metodos de detecgao do DNA 
doT. gondii em amostras clinicas diversas (Ferreira, 2012). 

O T. gondii apresenta um genoma nuclear estavel possuin- 
do aproximadamente 87 Mb. E complementado por um DNA 
circular extracromossomal de 35 kb no interior de uma orga- 
nela denominada apicoplasto (plastideo) e um genoma mito- 
condrial de 6 kb (Ajioka e col., 2001). O genoma do plastideo 
de T. gondii foi sequenciado em 1997 (GenBank accession 
U87145). Estudos de hibridizagao in situ usando sondas em T. 
gondii mostraram que o genoma de 35 kb residia em uma or- 
ganela localizada na regiao apical ao nucleo, denominada api¬ 
coplasto (Kohler e col., 1997). O genoma nuclear e haploide, 
contendo 8x107 pares de base, para a maioria dos estagios do 
ciclo de vida do parasito, exceto durante a divisao sexual que 
ocorre no intestino dos felideos (Montoya e Liesenfeld, 2004). 

■ TRANSMISSAO 

As formas infectantes do parasita sao: taquizoitos, cistos 
contendo bradizoitos e oocistos contendo esporozoitos. 


A grande dispersao do parasito pode ser determinada 
pela possibilidade de ele apresentar varios mecanismos de 
transmissao, como a ingestao de cistos contidos em carnes 
cruas ou mal cozidas, a ingestao de oocistos presentes nas 
fezes de felideos, que podem contaminar a agua e alimen- 
tos crus, e a passagem de taquizoitos por via transplacentaria. 
De modo geral, o feto pode ser infectado quando a mulher 
contrai a primoinfecgao durante a gestagao (Spalding e col., 
2002 ). 

A ingestao, sem previo cozimento, de linguigas, de carne 
suina crua, de embutidos crus, provavelmente devam ser os 
responsaveis pela alta prevalencia da toxoplasmose em algu- 
mas regioes. 

A diversidade dos fatores envolvidos na transmissao do 
parasito pode ser a causa das altas prevalences de anticorpos 
anti-Toxoplasma gondii em grupos humanos com habitos e et- 
nias bem diferentes, sendo dependente do grau e da frequen- 
cia de exposi^ao aos referidos fatores (Spalding e col., 2002). 

■ CICLO DE VIDA 

O ciclo do parasito e dividido em duas fases: fase asse- 
xuada (extraintestinal), que ocorre nos hospedeiros interme¬ 
diaries e definitivos, e fase sexuada (isosporiana ou enterica), 
que ocorre somente nos felideos. 

O T. gondii e um protozoario heteroxenico facultativo, 
intracelular obrigatorio, que, durante a fase aguda da infec^ao, 
multiplica-se rapidamente como taquizoito, havendo a inva- 
sao, reprodugao assexuada do parasito e lise da celula hospe- 
deira.Todas as celulas nucleadas sao suscetiveis a invasao pelos 
taquizoitos. Na fase cronica, o protozoario se diferencia em 
formas de crescimento lento, os bradizoitos, e originam os 
cistos intracelulares. A ruptura de alguns cistos maduros libera 
os bradizoitos, que voltam a infectar novas celulas hospedei- 
ras. Apesar da presen^a de cistos em nivel tecidual, eles cau- 
sam baixa resposta celular, e a infec^ao cronica persiste por 
toda a vida do hospedeiro sem causar patologia significativa. 

Apos a fase de reprodu^ao esquizogonica nas celulas epi- 
teliais dos gatos, os parasitos diferenciam-se em gametocitos. 
Todos os estagios de replica^ao do Toxoplasma sao haploides, 
incluindo os gametocitos, sendo o zigoto o unico estagio 
diploide. Os gametocitos evoluem para gametas masculinos 
e femininos. Apos a fusao dos gametas, o zigoto desenvolve 
uma parede cistica, dando origem ao oocisto, que e liberado 
nas fezes ainda imaturo. No meio ambiente, evolui e se tor- 
na infectante, apresentando, entao, dois esporocistos, cada um 
com quatro esporozoitos haploides. Os oocistos sao extrema- 
mente resistentes as condigoes de umidade e temperatura do 
meio ambiente e sua disseminagao ocasiona uma alta preva¬ 
lencia de infec^ao entre os animais herbivoros. 

O taquizoito, de alta capacidade de reprodu^ao e de in¬ 
vasao, infecta inclusive celulas leucocitarias presentes na cir- 
culagao sanguinea e em outros fluidos biologicos. Sob outra 
forma, o bradizoito, forma cistos nos tecidos do sistema ner- 
voso e em outros orgaos e, raras vezes, sao detectados no san- 
gue ou outros fluidos corporais. 
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■ PATOGENIA E ASPECTOS CUNICOS 

A toxoplasmose, de acordo com a transmissao e a clinica, 
pode ser classificada em duas formas: a) congenita, que ocorre 
in utero, quando a gestante se encontra na fase aguda da infec- 
£ao; b) adquirida, que ocorre apos o nascimento (Remington 
e col., 2004). 

Em individuos imunocompetentes, geralmente a toxo¬ 
plasmose adquirida se apresenta de forma assintomatica ou 
subclinica, podendo ocorrer quadros de sintomatologia va- 
riavel que duram de semanas a meses, caracterizados por lin- 
foadenopatia, sensagao de fadiga, mialgia, cefaleia e anorexia. 
Em alguns individuos, pode ocorrer retinocoroidite ou, mais 
raramente, exantema generalizado (Remington e col., 2004). 

Os casos mais graves, com alta morbidade e mortalidade, 
ocorrem em individuos imunocomprometidos, transplantados 
ou portadores de HIV, ou em infec^oes congenitas, podendo 
causar aborto, natimorto ou morte neonatal e sequelas graves 
em neonatos, principalmente se a infec^ao ocorrer nos dois 
primeiros trimestres da gestagao (Remington e col., 2004). 

No caso da toxoplasmose congenita (TC), a gravidade 
das lesoes depende do periodo gestacional em que ocorreu 
a infecgao. Quando a contaminagao acontecer no primeiro 
trimestre da gestagao, o risco de contaminagao fetal e baixo, 
mas as lesoes sao maiores, levando a morte do feto ou a for- 
magao de focos necroticos, responsaveis por sequelas impor- 
tantes. No segundo trimestre de gestagao, a contaminagao e 
mais frequente, mas as lesoes sao menos graves, contudo pode 
ocorrer aborto espontaneo em 25% dos casos ou doenga gra¬ 
ve. No terceiro trimestre geralmente ocorre doenga subclini¬ 
ca (Remington e col., 2004). 

Em fungao da variedade fisiopatologica e clinica da in- 
fec^ao toxoplasmica, as modalidades de diagnostico sao di- 
ferenciadas, podendo estar relacionadas a uma reativagao em 
individuos imunodeprimidos, a uma infec^ao neonatal ou a 
uma infec^ao primaria (Spalding e col., 2005). 

A infecgao aguda em gestantes pode estar associada a le¬ 
soes fetais, que podem variar de formas subclinicas, morte in- 
trauterina ou danos no sistema nervoso central (SNC), como 
calcificagoes cerebrais, hidrocefalia, microcefalia e coriorre- 
tinite. O recem-nato frequentemente pode apresentar baixo 
peso, hepato e esplenomegalia, quadros de anemia, presenga 
de plaquetopenia e danos oculares resultantes de processos 
inflamatorios da retina. Criangas aparentemente normais ao 
nascer podem subsequentemente desenvolver injurias asso- 
ciadas a toxoplasmose (Remington e col., 2004). 

A encefalite toxoplasmica e a infecgao oportunista mais 
frequente do sistema nervoso central em pacientes com 
AIDS. Ocorre em 5% a 15% dos pacientes e representa 40% 
de todas as doengas neurologicas. No Brasil, o parasito e 
o principal agente causador de lesao encefalica associada a 
AIDS, sendo responsavel por cerca de 50% dos casos (Re¬ 
mington e col., 2004). 

A toxoplasmose ocular e caracterizada pela retinocoroidi¬ 
te, lesao mais frequentemente associada a protozoose, com 30% 
a 50% dos casos atribuidos ao T.gondii (Spalding e col., 2002). 


■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

O diagnostico clinico da toxoplasmose, na maioria das 
vezes, nao e possivel, pois os sinais e sintomas da protozoose 
sao apenas sugestivos, tornando-se necessaria a utilizagao de 
metodos de diagnostico laboratorial. 

O diagnostico pre-natal da infec^ao por T. gondii e im- 
portante, principalmente em casos em que a mulher apresen¬ 
ta a infecgao aguda durante a gestagao. A detec^ao do parasito 
no sangue fetal ou no liquido amniotico confirma a infecgao 
fetal sugerida em outros procedimentos como a ultrassono- 
grafia e a amniocentese. A identifica^ao do parasito pode 
ser realizada por inoculagao do material clinico em animais, 
como citado acima, ou por detec^ao do DNA do parasito por 
tecnicas moleculares ou, ainda, por meio de provas sorologi- 
cas que detectem IgM ou titulos de IgG em elevagao. 

No diagnostico de toxoplasmose em individuos imunos- 
suprimidos pelo virus HIV sao utilizados testes sorologicos 
(IgG anti -T.gondii), cultivo celular ou a PCR na detec^ao do 
parasito em liquido cefalorraquidiano. A tomografia compu- 
tadorizada e indicada nos casos de suspeita de lesoes cerebrais 
causadas pelo protozoario. 

Parasitologico 

O diagnostico parasitologico consiste na demonstragao 
do protozoario em amostras de tecidos, de biopsia, liquido 
amniotico, placenta, liquido cefalorraquideano (LCR), san¬ 
gue, na fase aguda da infec^ao, ou em suspensao de cultivo 
celular. O parasito pode ser observado nas formas de taqui- 
zoitos ou bradizoitos. Este metodo pode ser empregado em 
especial quando os diagnosticos sorologicos nao apontam da¬ 
dos conclusivos (Neves e col., 2011). 

O isolamento do parasito e realizado atraves de inocu- 
la^ao intraperitonial do material suspeito em animais de la- 
boratorio, como camundongos ou em cultivo celular in vitro 
(Spalding e col., 2002, 2005). 

Imunologico 

Usualmente o diagnostico laboratorial e baseado em tes¬ 
tes sorologicos com a detec^ao de imunoglobulinas das clas¬ 
ses IgG e IgM anti-T.gondii. 

Em infecgoes humanas, a imunoglobulina da classe IgM e 
a primeira a ser detectada. Os anticorpos do tipo IgG aparecem 
mais tarde, e seus niveis decrescem gradualmente, persistindo 
com titulos baixos por um longo tempo da vida do hospedeiro. 
Entretanto, o aumento da sensibilidade na detecgao de anticor¬ 
pos IgM faz com que estes anticorpos sejam detectados por pe- 
riodos mais longos, apos a fase aguda da infecgao, diminuindo o 
seu valor no diagnostico laboratorial (Remington e col., 2004). 

Os exames sorologicos que detectam anticorpos IgM 
auxiliam o diagnostico de toxoplasmose aguda. Ja o teste de 
avidez para anticorpos IgG permite distinguir a infecgao re- 
cente da antiga.A existencia de anticorpos IgG de alta avidez 
em paciente com IgM reagente sugerem que a infec^ao foi 
contraida ha mais de quatro meses. A identificagao preco- 
ce da toxoplasmose e imprescindivel em gestantes. Embora, 
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normalmente, os recem-nascidos infectados sejam assintoma- 
ticos, podem apresentar sequelas apos o nascimento, como a 
coriorretinite e o retardo mental (Remington e col., 2004). 

Metodos imunoenzimaticos permitem avaliar o perfil 
imune da gestante e estabelecer o risco da infecgao conforme 
a idade gestacional e possibilitam a inclusao da gestante em 
protocolos terapeuticos que visam inibir a parasitemia (Pinon 
e col., 2001; Remington e col., 2004). 

Molecular 

O diagnostico molecular e uma importante ferramenta 
no diagnostico direto da toxoplasmose, pois permite a de¬ 
tec gao do parasito em um intervalo de tempo relativamente 
curto, e pode apresentar elevada sensibilidade e especificidade 
(Ferreira, 2012). 

A PCR qualitativa para o gene B1 (repetido 35 vezes no 
genoma do T. gondii) pode ser utilizada para avaliar a eficacia 
do tratamento em amostras clinicas como: liquido amnioti- 
co, sangue de cordao, placenta, humor aquoso e em tecidos 
diversos infectados pelo T. gondii (Spalding e col., 2002; Re¬ 
mington e col., 2004). 

As tecnicas moleculares baseiam-se na PCR e na hibridi- 
za^ao por dot blot do DNA extraido da amostra do paciente, 
com uma sonda especifica de T. gondii (Ferreira, 2012). 

A tecnica de PCR pode detectar DNA de 1 a 10 parasitos e 
o resultado pode ser obtido em vinte e quatro horas. Essa tecnica 
e muito util no diagnostico pre-natal, identificando a infecgao 
congenita, atraves de liquido amniotico. O parasito T. gondii e 
detectado por PCR em amostras de sangue, liquido cefalorra- 
quidiano e placenta (Spalding e col. 2005; Ferreira, 2012). 

A tecnica de PCR Real time apresenta como vantagem a 
quantifica^ao, conforme o seu aparecimento, e pode ser uti¬ 
lizada no acompanhamento do tratamento (Ferreira, 2012). 

A sensibilidade da tecnica de PCR normalmente aumen- 
ta quando e utilizada como alvo uma sequencia repetitiva no 
genoma do parasito. O gene B1 e um dos mais empregados 
nas metodologias de PCR por ser altamente conservado e 
rep etitivo. Alem desse gene, tambem tern sido descrito o gene 
P30 (que codifica a proteina SAG1) e a regiao que codifica 
o RNA ribossomal que esta presente no genoma em 110 
copias (Ferreira, 2012). 

O LCR tern sido utilizado no diagnostico da infec^ao 
toxoplasmica reativada nos pacientes HIV positivos com 
encefalite toxoplasmica (ET). Na toxoplasmose pulmonar, 
uma grave infec^ao oportunista em pacientes HIV positivos, 
o diagnostico por PCR pode ser realizado com amostras de 
lavados broncoalveolares. Este procedimento tern mostrado 
uma sensibilidade similar ao dos metodos convencionais de 
detec^ao direta de T. gondii (Ferreira, 2012). 

O diagnostico molecular de toxoplasmose ocular a partir 
do humor aquoso ou tecido parafmado tern sido relatado e 
tem-se mostrado bastante eficiente na detecgao de DNA do 
T. gondii. Entretanto, a utilizagao desse tipo de amostra clinica 
nao e adequada para a detec^ao de anticorpos anti -T. gondii. 
A combina^ao de ambos os metodos pode qualificar consi- 
deravelmente o diagnostico (Ferreira, 2012). 


A caracteriza^ao molecular das cepas de Toxoplasma 
gondii por tecnicas como analises isoenzimaticas, polimorfis- 
mo de fragmentos de DNA por restrigao enzimatica (RFLP- 
-PCR), sequenciamento automatizado, DNA polimorfico 
amplificado de forma randomica (RAPD) permite estabele¬ 
cer uma relagao entre o genotipo e virulencia da cepa isolada, 
alem da correlagao das cepas e refratariedade as drogas utili- 
zadas no tratamento da infecgao (Cristina e col., 1995; Guo e 
Johnson, 1995; Howe e col., 1997; Darde, 2004). 

Nos ultimos anos, ha um consenso entre os pesquisado- 
res de que a detec^ao de DNA de parasito deveria ser rea- 
lizada por meio de, no minimo, dois ensaios diferentes que 
apresentem resultados concordantes e/ou por dois ou tres re- 
sultados positivos empregando os mesmos oligonucleotideos. 
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Classificamos como helmintos os animais parasitos de 
corpo vermiforme. Tanto vermes chatos quanto vermes ci- 
lmdricos sao denominados genericamente de helmintos. As 
helmintiases sao, portanto, infecgoes relacionadas a diferentes 
especies de helmintos. 

A maioria das helmintiases ocorre no trato digestivo e, 
por isso, frequentemente, a suspeita de infec^ao parasitaria, 
exames de fezes sao solicitados. Esses exames incluem duas 
etapas principais: preparagao da amostra e analise microsco- 
pica. A preparagao pode ser simples, como a sedimenta^ao 
espontanea, ou mais elaborada, nesse caso incluindo etapas 
de concentragao (ver Capitulo 46),porem o diagnostico final 
dependera sempre da busca e da identifica^ao de estruturas 
parasitarias (ovos, larvas, verme etc.) ao microscopio. Portan¬ 
to, para o correto diagnostico, o observador devera conhecer 


as caracteristicas morfologicas de cada helminto e o tipo de 
amostra biologica em que as formas parasitarias poderao ser 
encontradas, bem como a capacidade das diferentes tecnicas 
de exame parasitologico de fezes (EPF) para isolamento de 
diferentes formas parasitarias. 

Alem das parasitoses intestinais, existem tambem infec- 
goes teciduais e sanguineas causadas por helmintos. Neste ca¬ 
pitulo serao abordados os principais helmintos que causam 
doen^as em humanos separados de acordo com os achados 
morfologicos que poderao ser encontrados em diferentes 
amostras biologicas (Tabela 45.1): 

1. Ao exame de amostras fecais 

2. Ao exame de amostras sanguineas e liquor 

3. Ao exame de material de biopsias e/ou pungoes e escarro 


Tabela 45.1 Resumo dos principals helmintos e suas formas parasitarias passfveis de serem encontradas ao exame de dife- 

rentes amostras biologicas. 



Material biologico 

Forma parasitaria encontrada 

Helminto 

Fezes 

La rvas 

Strongyloides stercoral is 


Ovos 

Ancilostomideos 

Ascaris lumbricoides 

Enterobius vermicularis 

Fasciola hepatica 

Paragonimus westermani 

Schistosoma mansoni 

Taenia spp. 

Trichuris trichiura 

Hymenolepis nana 

Hymenolepis diminuta 
Diphyllobothrium latum 
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Tabela 45.1 Resumo dos principals 
rentes amostras biologicas. 

helmintos e suas formas parasitarias passiveis de serem encontradas ao exame de dife- 

(' Continua^ao) 

Material biologico 

Forma parasitaria encontrada 

Helminto 

Fezes 

Vermes adultos/proglote 

Ancylostoma duodenale 

Ascarls lumbricoides 

Enterobius vermicularis 

Taenia spp. 

Trichuris trichiura 

Lavado bronquio alveolar, escarro 

Larvas 

Strongyloldes stercoral Is 

Ascarls lumbricoides 

Ancylostoma duodenale 


Ovos 

Paragonlmus westermanl 

Liquido duodenal 

Larvas e vermes adultos 

Strongyloldes stercoral Is 

Liquor 

Larvas 

Anglostrongylus cantonensls 

Intervengoes cirurgicas 

Intestinais 

Ovos e vermes adultos 

Trichuris trichiura 

Enterobius vermicularis 

Ancylostoma duodenale 
Anglostrongylus costaricensis* 
Schistosoma mansoni 


Ovos e proglotes 

Taenia spp. 

Outras biopsias 

Membranas do cisto hidatico 

Echinococcus granulosus 


Cisticerco 

Taenia solium 


Vermes adultos 

Wuchereria bancrofti** 

Pungaes 

Protoescolex 

Echinococcus granulosus 

Sangue 

Larvas 

Wuchereria bancrofti 


*Dentro da arteria, **Biopsias de linfonodo. 
Fonte: Acervo dos autores. 


■ AO EXAME DE AMOSTRAS FECAIS 
Ancilostonmdeos 

Doenqa: Ancilostomiase, ancilostomose, amarelao. 

Duas especies estao compreendidas aqui, Ancylostoma 
duodenale e Necator americanus. Os ancilostomideos sao vermes 
cilindricos com cerca de um centimetro e meio de compri- 
mento, quando adultos. Possuem dentes ou placas calcarias 
que os auxiliam na fixagao e na permanencia na parede do 
duodeno, habitat natural de ambas as especies e, por isso, ra- 
ramente exemplares adultos sao vistos nas fezes. Os ovos des¬ 
ses parasitos sao depositados no intestino delgado e, assim, 
podem ser encontrados nas fezes, o que configura o achado 
diagnostico para essas infec^oes (Figura 45.1). Como as es¬ 
pecies nao sao distinguiveis por microscopia optica, a para- 


sitose e denominada ancilostomiase para qualquer que seja a 
especie presente. Os vermes fixados na parede do duodeno 
se alimentam de sangue e causam gotejamento constante de 
sangue do hospedeiro, o que pode levar ao desenvolvimento 
de anemia. Por causa da cor palida que o individuo pode 
apresentar, a ancilostomiase e conhecida como “amarelao”. 
Essa doenga se tornou tambem popularmente conhecida 
como “doenga de Jeca Tatu”, um personagem das historias 
de Monteiro Lobato que tinha infecgao por ancilostomideo. 

Os ovos que saem nas fezes contaminam o ambiente 
em locais de precaria condi^ao sanitaria, como esgotos a ceu 
aberto ou vazamentos de tubulagoes. Uma vez no ambiente, 
em menos de 24 horas os ovos completam sua embriogenese 
e eclodem. Apos cinco dias da eclosao uma larva capaz de 
penetrar a pele esta formada e, entao, humanos podem ad- 
quirir a infec^ao pelo contato direto da pele com as larvas. 
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Essas larvas sao microscopicas, nao sendo possivel visualizar a 
penetragao. Apos a passagem pela epiderme, as larvas ganham 
a corrente sanguinea ou linfatica e atingem o pulmao, onde 
atingem o espago alveolar, migram em dire^ao a traqueia e 
sao fmalmente deglutidas, atingindo o intestino e fixando- 
-se no duodeno. La machos e femeas copularao e produzirao 
ovos, completando assim o ciclo de vida do parasito. 

■ Infec^ao: Penetragao ativa das larvas na pele. 

■ Diagnostico: Exame parasitologico de fezes, sendo 
o metodo de Willis o mais adequado. Visualizagao dos 
ovos em aumento de lOOx e o suficiente e nao necessi- 
ta colora^ao. Os ovos possuem forma oval ou eliptica e 
medem 60 pm de comprimento por 40 pm largura, com 
uma casca bem fina e um espa^o transparente entre a 
casca e as celulas embrionarias (Figura 45.1). 





20|im 


Figura 45.1 Ovo de ancilostomideo. 

Fonte: Camila Gon<;alvez dos Santos - Parasitologia PUCRS. 

No que diz respeito a relagao clinico-laboratorial, du¬ 
rante a migragao das larvas de ancilostomideos pelo pulmao 
pode haver tosse e complicates pulmonares. Ao hemogra- 
ma, frequentemente pacientes com essa infec^ao apresentam 
numero elevado de eosinofilos, cerca de 30%, alem de bai- 
xa contagem de eritrocitos. Alem disso, os pacientes podem 
apresentar resultado positivo na pesquisa de sangue oculto 
nas fezes. 

Comentarios 

1. A coleta das fezes deve ser feita com agentes preservantes, 
como formol 10%, para evitar que os ovos eclodam. O 
nao uso de preservante pode permitir o desenvolvimen- 
to dos ovos, e larvas rabditoides poderao estar presentes 
na amostra, o que pode levar o examinador a confundir 
essas com larvas de Strongyloides stercoralis. 


2. O metodo de Kato-Katz pode ser utilizado para o diag¬ 
nostico parasitologico, porem deve-se respeitar o tempo 
maximo de duas horas entre o preparo da lamina e o exame 
ao microscopio. Apos esse periodo os ovos ficam invisiveis. 

3. Uma especie de ancilostomideo tipico de caes e gatos 
pode tambem penetrar a pele de humanos; e, portanto, 
uma zoonose. Nesse caso o ciclo evolutivo do parasito 
e interrompido porque as larvas ficam retidas na regiao 
epidermica, causando lesoes serpiginosas conhecidas 
como larva migrans cutanea e/ou popularmente como 
“bicho geografico”. 

Ascaris lumbricoides 
Doenqa: Ascaridiase. 

Esse e um dos parasitos mais comumente encontrados 
em exames parasitologicos de fezes. Estima-se que 25% da 
populagao mundial esteja infectada com A. lumbricoides. Esse 
e um nematodeo que vive na luz intestinal, nao possui den¬ 
tes nem ventosa e sua estrategia para manter-se no duode¬ 
no e a constante movimentagao contraria ao peristaltismo. 
Uma complicagao grave associada a essa infec^ao e conhecida 
como “bolo de ascaris”, que ocorre quando ha uma infec^ao 
maciga e os vermes acabam se entrelagando, podendo causar 
obstrugao intestinal. Tambem em casos de infec^ao com alta 
carga parasitaria, vermes podem ser expelidos pelas aberturas 
nasais e orais.Em alguns casos pode ocorrer migragao erratica 
dos vermes, principalmente por causa da ingestao de con- 
dimentos ou medicamentos que podem ser irritativos para 
o parasito. Nesses casos, os parasitos podem alcangar locais 
fora do intestino delgado, seu local habitual de parasitismo. 
Entre os locais mais comuns que o Ascaris pode atingir em 
eventos de migra^ao erratica estao: 1) vesicula biliar, levando 
a dor aguda e colangite; 2) apendice, levando a um quadro de 
apendicite; 3) pancreas. 

A infec^ao ocorre atraves da ingestao de ovos embriona- 
dos. Os vermes adultos sao dioicos e as femeas liberam cerca 
de 200 mil ovos por dia, que chegam ao meio externo junto 
das fezes. Em locais onde nao ha saneamento adequado, os 
ovos que foram fecundados no utero da femea desenvolverao 
uma larva em seu interior. Ao contrario dos ancilostomideos, 
esses ovos nao eclodem no ambiente externo. Os ovos preci- 
sam ser ingeridos pelo ser humano para que haja a infec^ao. 
Portanto, alimentos e agua contaminados, habitos de geofagia 
e/ou transtorno de alotriofagia podem ser fontes da infec^ao. 

Apos ingestao e passagem pelos sucos gastricos, do ovo 
eclode uma larva capaz de perfurar a parede do intestino e 
entao atingir a corrente sanguinea venosa ou linfatica. As larvas 
passa pelo figado, via sistema porta, atinge o coragao e entao 
entram na circulagao arterial. Quando as larvas chegam ao pul¬ 
mao 4 a 5 dias apos a infec^ao, rompem os capilares dos alveo- 
los, migram pela arvore bronquica e chegam a faringe, onde 
sao deglutidas. Nessa fase podem causar tosse e serem expelidas. 
Ao atingir esse estagio a larva mede cerca de 1,3 mm e pode 
ser identificada em exames de escarro. Quando deglutidas che¬ 
gam ao intestino delgado e ali se tornam vermes adultos. 
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■ Infec^ao: Ingestao de ovos larvados em alimentos ou 
agua contaminados com fezes humanas. 

■ Diagnostico: Exame macroscopico das fezes: pode-se 
visualizar vermes adultos nas fezes. Esses sao os maiores 
nematodeos que infectam humanos, sendo que os ver¬ 
mes machos medem cerca de 15 a 30 cm, e as femeas 
entre 35 e 40 cm. 

Exame parasitologico de fezes pelo metodo de sedimen- 
ta^ao espontanea. Exame microscopico para visualizagao de 
ovos. Os ovos medem entre 45 e 75 pm de comprimento e 
35 a 50 pm de diametro. Apresentam frequentemente uma ca- 
mada externa rica em albumina adquirida no utero das femeas 
(Figura 45.2) e podem ter formato mais alongado quando se 
trata de um ovo que nao foi fecundado (Figura 45.3). 



Figura 45.2 Ovo fertil de A. lumbricoides. Colorado com Lugol. 
Fonte: Carolina M. Verissimo - Parasitologia PUCRS. 



Figura 45.3 Ovo infertil de A. lumbricoides. Colorado com Lugol. 
Fonte: Carolina M. Verissimo - Parasitologia PUCRS. 


Ovos descorticados de A. lumbricoides (Figura 45.4) po¬ 
dem estar presentes nas fezes e, nesse caso, poderao ser con- 
fundidos com ovos de ancilostomideos pela aparencia e pelo 
tamanho reduzido (Figura 45.1). 


2u2 


Figura 45.4 Ovo decorticado de A. lumbricoides. Colorado com 
Lugol. 

Fonte: Lenilza Mattos Lima (http://www.parasitologiaclinica.ufsc.br). 

Diphyllobothrium latum 
Doenqa: Difilobotriase. 

Essa e uma infec^ao muito frequente em paises como 
Russia, Japao e Finlandia. Tem-se relatado varios casos e sur- 
tos no Brasil e outros paises sul-americanos nos ultimos anos, 
principalmente devido ao aumento do consumo de carne 
crua de peixes, como salmao e sardinha. Alem disso, pratos 
contendo peixes crus preparados apenas com adigao de limao, 
sal e vinagre, tais como “carpaccio” e “ceviche” tambem estao 
atrelados a infecgao, pois nao ha inviabilizagao dos ovos do 
parasito. 

O Diphyllobothrium e um cestodeo que pertence a mes- 
ma classe das especies de Taenia spp., portanto, podemos 
tambem chama-los genericamente de tenia. Essa tenia pos- 
sui um complexo ciclo de vida, que envolve dois hospe- 
deiros intermediaries, crustaceos e peixes, e um mamifero 
carnivoro como hospedeiro definitivo. O verme adulto 
possui escolex com ventosas longitudinais que permitem a 
fixagao ao intestino delgado, onde o parasito pode atingir 
25 m, divididos em milhares de proglotes caracteristicas. Na 
maioria dos casos reportados, no entanto, essa tenia atinge 
entre 2 e 15 m, no maximo. O parasito pode sobreviver no 
hospedeiro por muitos anos, tendo sido relatados casos de 
infeegoes de mais de 20 anos, sendo essa infeegao geralmen- 
te assintomatica. 

■ Infec^ao: Ingestao de carne crua de peixes contendo a 

larva do parasito 









Helmintos 


■ Diagnostico: Exame macroscopico das fezes: pelo 
achado de proglotes nas fezes ou durante tamisagao. A 
proglote possui o poro genital na regiao mediana do 
segmento (Figura 45.5). 

Exame parasitologico de fezes pelo metodo de Sedimen- 
ta^ao Espontanea. Exame microscopico para visualizagao de 
ovos, os quais sao operculados e imaturos quando recem-de- 
positados, e medem entre 55 e 75 pm de comprimento e 40 
a 50 pm de largura (Figura 45.6). 



Figura 45.5 Proglote de D. latum. Colorado com Carmim. 
Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx/. 



Figura 45.6 Ovo de Diphyllobothrium latum. A seta indica o operculo. 
Fonte: Camila Gon<;alvez dos Santos - Parasitologia PUCRS. 

Clinicamente, a infec^ao por Diphyllobothrium se apre- 
senta assintomatica na maioria dos casos. Entretanto, e valida 
a suspeita e pesquisa parasitologica desse parasito em regioes 
endemicas onde pacientes apresentem um quadro de anemia 


relacionado a falta de vitamina B 19 e consequente deficiencia 
na eritrogenese, alem, e claro, do historico de ingestao de 
carne de peixe crua. 

Enterobius vermicularis 

Doenqa: Enterobiase (antigamente chamada de 
oxiurose ou oxiuriase). 

O Enterobius e um verme cilindrico com aproximada- 
mente 1 cm de comprimento e 0,2 cm de largura.Vivem no 
intestino grosso de seres humanos e podem causar prurido 
intenso na regiao perianal, irritabilidade e perda de atengao. 
Os vermes adultos podem ser encontrados no exame ma¬ 
croscopico das fezes. Os ovos sao depositados pelas femeas na 
regiao do perineo, de modo que nao e frequente o encontro 
de ovos ao exame parasitologico das fezes. Apos contato com 
o ambiente externo ocorre a embriogenese, e os ovos passam 
a ser infectantes novamente em apenas seis horas. 

■ Infec^ao: Ingestao e/ou inala^ao de ovos larvados. 

■ Diagnostico: O relato de prurido anal e inquieta^ao, 
especialmente por crian^as, e um importante indicativo 
de enterobiase, que deve ser investigada atraves do exa¬ 
me adequado. Apesar de, em geral, essa ser uma parasito- 
se assintomatica, ha relatos na literatura de complicagoes 
como abdome agudo, apendicite, peritonite e doenga 
inflamatoria pelvica. 

Encontro de vermes e/ou ovos (Figura 45.7) na regiao 
do perineo. O Metodo da Fita Gomada ou Swab anal e o 
indicado para coleta do material. Deve ser feita coleta de 
material na regiao perianal/anorretal antes da higienizagao 
matinal por meio de fita adesiva, fita gomada ou swab anal e, 
em seguida, deve-se proceder a visualizagao direta ao micros- 
copio. Os ovos medem entre 50 e 60 pm de comprimento 
e 20 e 30 pm de largura, com um caracteristico formato da 
letra “D”. 



20 um 


Figura 45.7 Ovo de E. vermicularis. 

Fonte: Alessandra L. Morassutti - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 
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Comentarios 

1. Ao exame parasitologico de fezes, raramente (10%) sao 
encontrados os ovos de E. vermicularis, sendo, portanto, o 
Metodo de Fita Gomada o mais eficaz para diagnostico 
dessa parasitose. 

2. Os ovos permanecem viaveis por um longo periodo e 
sao facilmente colocados em suspensao, por isso, a limpe- 
za da casa devera ser feita, evitando a criagao de aerossois. 

3. E comum a infec^ao em todos os membros de uma fa- 
milia e em pessoas que convivem em ambientes fechados 
como creches, asilos e internatos. 

Schistosoma mansoni 
Doenqa: Esquistossomose. 

O parasito Schistosoma mansoni vive nas veias mesente- 
ricas de humanos onde as femeas depositam seus ovos. Esses 
podem atravessar o epitelio de vasos sanguineos e alcangar a 
luz intestinal. Uma vez no intestino, os ovos saem nas fezes 
de individuos infectados e, quando em contato com a agua, 
uma larva ciliada, o miracidio, eclode do ovo (Figura 45.8) 
e infecta o hospedeiro intermediario, o molusco aquatico 
Biomphalaria glabvata . O miracidio se transforma em espo- 
rocisto, o qual produz as larvas infectantes ao vertebrado, as 
cercarias. Essas emergem do molusco na presenga de tem- 
peratura e luminosidade adequadas, ficam livre-natantes e 
penetram a pele Integra dos seres humanos. Apos a entrada, 
a larva, agora chamada de esquistossomulo, migra pela cor- 
rente sanguinea e se aloja no sistema porta-hepatico, prin- 
cipalmente na veia porta e nas ramificagoes mais finas do 
plexo mesenterico inferior, onde se torna adulta. Os vermes 
adultos se organizam aos pares, copulam e dao inicio a ovi- 
posi^ao. Os ovos eliminados pelas femeas atravessam o vaso 
sanguineo e atingem a luz intestinal, quando e possivel fazer 
o diagnostico pela presenga de ovos nas fezes. 

A infec^ao se caracteriza por duas fases distintas: aguda 
e cronica. A fase aguda apresenta predominante a dermatite 
cercariana, que e uma inflamagao da pele no local da penetra- 
gao da cercaria. A fase cronica apresenta a principal patogenia 
associada a esquistossomose, sendo causada pelos ovos que 
nao atingem a luz intestinal, ficando retidos no figado e in- 
testinos causando uma resposta imune celular granulomatosa 
aos antigenos secretados pelo ovo do S. mansoni. Essa reagao 
pode progredir para fibrose, culminando na hipertensao do 
sistema porta.Variagoes clinicas podem ocorrer nessa fase, ge- 
rando tres formas principais da doenga: intestinal (predomi¬ 
nante), hepatoesplenica e pulmonar. 

Na fase cronica, a quantidade de ovos observada nas fe¬ 
zes e muito diminuida devido a intensa reagao inflamatoria 
e, por consequencia, ao maior acumulo de ovos nos tecidos. 
Assim, o diagnostico precisa receber atengao especial, pois os 
testes comumente usados na rotina clinica, como Kato-Katz 
e sedimentagao espontanea, apresentam baixa sensibilidade 
e consequentemente resultados falsos-negativos. Nesse caso 
pode ser necessaria a realizagao de biopsias e/ou a utilizagao 
de metodos diagnosticos nas fezes que apresentem sensibili¬ 


dade superior aos de rotina, como os metodos de Helmintex 
e Gradiente salino, por exemplo. 

■ Infecfao: Penetragao ativa das cercarias pela pele. 

■ Diagnostico: Exame parasitologico das fezes por di- 
versos metodos podem ser usados (ver Capitulo 46). 
O exame microscopico visa a identificagao do ovo 
(Figura 45.8 e 45.9). Os ovos medem entre 114 e 180 
pm de comprimento por 45 e 70 pm de largura e apre¬ 
sentam um espinho lateral caracteristico da especie 
S. mansoni. 



Figura 45.8 Ovo de Schistosoma mansoni. Ovo eclodindo. A seta 
evidencia o espinho lateral. 

Fonte: Alessandra L. Morassutti - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 



Figura 45.9 Ovo de S. mansoni. A seta evidencia o espinho lateral. 
Fonte: Alessandra L. Morassutti - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 
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Exames sorologicos: Elisa - busca de anticorpos contra 
os antigenos CCA (antigeno catodico circulante), CAA (an- 
tigeno anodico circulante) e antigeno soluvel de ovo (SEA); 
detec^ao de IgM por imunofluorescencia ou por Elisa. 

Clinicamente, o paciente com esquistossomose podera 
apresentar diferentes sinais e sintomas, conforme a fase em que 
se encontra da infec^ao. Ha indicagao para a investigagao da 
infec^ao naqueles pacientes vindos de areas endemicas que 
apresentem sinais de dermatite cercariana (fase aguda) ou ascite 
abdominal, alteragoes intestinais e/ou hepaticas (fase cronica). 

Comentarios 

1. Regioes de baixa endemicidade (onde a taxa de trans- 
missao da doenga e muito baixa), os individuos infectados 
apresentam baixa carga parasitaria. Consequentemente, 
sao observados poucos ovos nas fezes e o diagnostico 
e dificultado, ou as vezes inviabilizado, quando testes 
diagnosticos de rotina clinica (Kato-Katz e sedimenta- 
gao espontanea) sao utilizados. Esse fenomeno tambem 
pode ser observado em individuos que tenham realizado 
tratamento recente com Praziquantel® mas permane- 
ceram infectados, eventualmente com poucos vermes, 
liberando poucos ovos nas fezes. Portanto recomenda-se 
que, nos casos de doen^a cronica, tratamento recente, ou 
procedencia de areas de baixa transmissao da infec^ao, se- 
jam utilizados os metodos de Helmintex e/ou Gradiente 
salino, que sao mais sensiveis. 

2. Os exames sorologicos podem ser um indicativo de in- 
fecgao. No entanto, nao discriminam infecgao passada e 
ativa. Aqueles testes com antigeno circulante CCA tern 
um potencial para resolver esta questao, ja que o antigeno 
circulante somente estara presente na fase ativa da infec^ao. 
Esse teste, na versao imunocromatografica rapida, ainda 
em fase de avaliagao no Brasil, tern apresentado resultados 
satisfatorios para regioes endemicas, mas ainda permanece 
a duvida com relagao as areas de baixa endemicidade. 

Strongyloides stercoralis 
Doenqa: Estrongiloidiase. 

Os vermes adultos vivem nas criptas de Lieberkiihn, no 
intestino delgado de seres humanos. O ciclo de vida do pa- 
rasito e muito peculiar, apresentando dois estagios distintos: 
vida livre e vida parasitaria. No primeiro, os vermes adultos, 
machos e femeas, vivem no solo, reproduzem-se sexuada- 
mente e produzem larvas. As larvas do terceiro estagio (L3), 
filariformes, sao capazes de penetrar ativamente a pele do ser 
humano. Aquelas que nao penetram a pele podem se tornar 
adultos de vida livre. Apos a penetragao, as larvas seguem pela 
via sanguinea ate chegar ao pulmao, onde maturam. Durante 
este periodo podem levar a quadros de pneumonite e tosse 
produtiva. A partir dai, atingem o espago alveolar, sobem pela 
traqueia, sao deglutidas e chegam ao duodeno. As larvas evo- 
luem entao a vermes adultos, e ali as femeas produzirao ovos 
que irao maturar ate larvas de primeiro estagio (LI). Essas 
larvas poderao sair nas fezes, sendo assim possivel o diagnos¬ 


tico. Uma vez no ambiente, a LI evolui a L3 e o ciclo tern 
continuidade. 

A infecgao pode ser agravada em pessoas com habitos po- 
bres de higiene e/ou que permanecem em contato com as 
fezes por muito tempo, pelo uso de fraldas em pessoas defi- 
cientes e/ou criangas, por exemplo, ou ainda em pessoas que 
sofrem de constipagao cronica. Nesses casos, as larvas atingem a 
maturidade quando ainda estao em contato com o individuo e 
podem penetrar sua pele novamente, agravando o quadro diar- 
reico devido ao aumento do numero de vermes no intestino, e 
ainda mantendo as manifestagoes pulmonares por periodo de 
tempo superior aos 15 dias habituais do ciclo pulmonar do S. 
stercoralis. A este quadro da-se o nome de hiperinfecgao. 

Os quadros graves de infecgao disseminada sao especial- 
mente observados em individuos que fazem uso de corticoi- 
des. Nesses casos a evolu^ao de LI para L3 e acelerada pelo 
farmacoja que este mimetiza o hormonio que estimula as mu- 
das de estagio das larvas. Assim, uma LI se torna L3 infectante 
ainda no intestino do individuo. Existe risco aumentado de 
disseminacao das larvas para outros orgaos, inclusive o cerebro, 
e a este quadro se da o nome de “infecgao disseminada”. Du¬ 
rante o processo de hiperinfec^ao, em que as larvas perfuram o 
epitelio intestinal, ha risco de desenvolvimento de sepse. 

■ Infecfao: Penetragao ativa das larvas filiformes pela 

pele. 

Diagnostico 

Exame parasitologico das fezes pelo metodo de Baer- 
mann ou Rugai, para o isolamento de larvas. Estas medem 
entre 180 e 380 pm e devem apresentar esofago dilatado em 
formato de pera e primordio genital (Figura 45.10). 



Figura 45.10 Larva rabditoide (LI) de S. stercoralis. 

Fonte: Lenilza Mattos Lima, http://www.parasitologiaclinica.ufsc.br. 

Exame Sorologico: Elisa para a pesquisa de anticorpos 
IgG especificos. Entretanto, a sorologia positiva e um indica¬ 
tivo de contato com o parasito, nao sendo possivel discrimi- 
nar infec^ao ativa de passada. 
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E possivel tambem o diagnostico pelo encontro de larvas 
(LI) a partir do liquido duodenal em casos de endoscopia 
ou biopsias e ainda o encontro de larvas (L3) em pacientes 
com tosse recorrente que eventualmente realizam exame de 
escarro ou de lavado bronquio-alveolar. Nesses casos, e im- 
portante o diagnostico diferencial entre as larvas L3 de Asca- 
ris lumbricoides e Ancylostoma duodenale, que tambem possuem 
ciclo pulmonar. 

Alem disso, no diagnostico diferencial e importante a 
correlagao clinico-laboratorial, em que se deve considerar 
que pacientes com estrongiloidiase apresentam como princi¬ 
pal sintomatologia a ma absorgao intestinal e fezes diarreicas, 
duodenite e dor epigastrica. 

Comentarios 

1. As fezes que nao forem processadas rapidamente ou nao 
contiverem agentes preservantes/fixadores podem con- 
ter as larvas LI de ancilostomideos, que eclodem em 48h 
horas. Assim, na identificagao de larvas, deve-se observar 
as caracteristicas morfologicas de cada especie. 

2. O exame parasitologico de fezes para a busca de larvas 
de S. stercoralis deve ser preconizado antes de qualquer 
terapia prolongada com corticoides, evitando os casos de 
hiperinfec^ao e infec^ao disseminada, que incluem casos 
de meningite por este parasito. 

Taenia spp. 

Doencas: Teniase e cisticercose (adulto e estagio 
larval respectivamente). 

As tenias sao animais platelmintos de corpo achatado e 
que possuem muitas segmentagoes que se destacam a medida 
que se tornam maduras. Estas sao chamadas de proglotes. O 
verme adulto vive fixado no intestino delgado do hospedeiro 
defmitivo, que e o ser humano, por meio do escolex. Esta e 
uma estrutura que possui quatro ventosas, ou ainda uma co- 
roa de ganchos no caso de T. solium, e mede apenas um mill- 
metro. O escolex e a unica parte da tenia que adere a mucosa 
intestinal, assim nao e comum que ocorram complicates na 
infec^ao intestinal. Ligado ao escolex fica o estrobilo, com 
centenas de proglotes que vao amadurecendo ao longo de 
seu desenvolvimento. As proglotes terminals sao as proglotes 
gravidas, que contem centenas de ovos. Estas sao infectantes e 
quando caem no solo podem ser ingeridas pelos hospedeiros 
intermediaries, porco para a T. solium e bovino para T. sagi- 
nata. Do ovo eclode uma larva, a oncosfera, que penetra a pa- 
rede do intestino e por meio da corrente sanguinea e levada 
para musculatura esqueletica, orgaos e tecidos. Nesses locais 
ocorre o encistamento dessa larva, que passa a se chamar cis- 
ticerco. O ser humano se infecta ao ingerir carne malcozida 
ou crua contendo o cisticerco, desenvolvendo assim a teniase. 

O ser humano pode participar acidentalmente de outro 
momento do ciclo evolutivo do parasito, nesse caso adquirin- 
do cisticercose, uma infec^ao que pode apresentar morbidade 
muito maior do que a teniase. A cisticercose ocorre quando o 


ser humano faz papel de hospedeiro intermediario da T. so¬ 
lium, ou seja, quando ingere os ovos produzidos pela tenia. A 
infec^ao se da principalmente por autoinfeegao, quando o in- 
dividuo nao possui boa higiene e contamina maos e alimentos, 
e/ou quando as condigoes sanitarias sao precarias e os esgotos 
acabam contaminando o solo e colegoes hidricas que servi- 
rao posteriormente para consumo ou irrigagao de hortali^as e 
frutas. Portanto, a cisticercose nao se adquire pela ingestao da 
carne do porco, mas pela ingestao de alimentos contaminados 
com fezes humanas que contem os ovos da tenia. 

No caso da infec^ao acidental humana, a larva que eclo¬ 
de do ovo e formara a larva encistada, o cisticerco, pode mi- 
grar e se desenvolver em qualquer parte do corpo humano. 
O cenario mais critico e quando a infeegao se estabelece no 
cerebro, levando a neurocisticercose. Nesse caso, a infeegao 
causa uma encefalite cujo principal sintoma e a ocorrencia 
de convulsoes, podendo tambem acarretar mudanga de corn- 
portamento, demencia e depressao do nivel de consciencia. 
A neurocisticercose pode deixar sequelas graves irreversiveis, 
dependendo da regiao cerebral atingida. 

lnfec<;ao 

■ Teniase: Ingestao de carne malcozida ou crua de porco 
(T. solium) e de bovino (X saginata) contaminada com 
cisticerco. 

■ Cisticercose: Ingestao de alimentos contaminados com 
fezes humanas que contem ovos da tenia. 

Diagnostico 

Teniase: Exame macroscopico - tamisagao para identifi- 
ca^ao de proglotes, sendo que as principals caracteristicas que 
diferenciam as especies T solium e T. saginata sao o numero de 
ramifica^oes uterinas na proglote de T. solium, entre 7 e 13, 
e em T. saginata, entre 15 e 23. A identifica^ao de proglotes 
poder ser realizada com o metodo do acido acetico glacial ou 
pela Colorado com carmim ou tinta nanquim. 

Exame parasitologico de fezes - os ovos podem ser en- 
contrados nas fezes, sendo que as tecnicas de concentragao 
sao recomendadas para a recupera^ao de ovos de Taenia spp. 

Os ovos tern um diametro de 30 a 35 pm e sao radial- 
mente estriados (Figura 45.11). Frequentemente podem ser 
observados internamente alguns dos seis ganchos da oncosfera. 

Nao e possivel diferenciar as especies T. solium e T. sa¬ 
ginata pelos ovos. Entretanto, podem-se observar algumas 
diferen^as durante as infec^oes. No caso de infeegao por T. 
solium, as proglotes sao eliminadas passivamente nas fezes; nas 
infeegoes por T. saginata, sao eliminadas independentemente 
das evacuates. Adicionalmente, e importante destacar que a 
teniase e quase sempre assintomatica a nao ser em casos raros 
de apendicite, colangite e pancreatite por causa da localizagao 
ectopica de proglotes. 

Ao exame positivo para teniase, deve-se ressaltar o risco 
de autoinfec^ao para neurocisticercose, caso seja por T. so¬ 
lium. Deve-se ficar atento para historico pessoal ou familiar 
de convulsoes e demencia. 
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20 nm 


Figura 45.11 Ovo de Taenia spp. Ganchos visiveis internamente. 
Fonte: Carolina M. Verissimo - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 

Cisticercose: Exames sorologicos podem ser solicitados 
para detec^ao de anticorpos anticisticerco. 

A correlagao clinico-laboratorial nessa infecgao e bastan- 
te importante, sendo que exames de imagens podem auxiliar 
no diagnostico da cisticercose, principalmente tomografia, 
devendo-se observar cistos hipodensos com cerca de 1 cm, 
contendo uma larva pedunculada internamente. 

Hymenolepis e Dipylidium 

Outros cestodeos tambem podem ser encontrados em 
amostras de exame de fezes. As especies de Hymenolepis spp. e 
Dipylidium sao habituais de ratos e caes, respectivamente. Os 
adultos vivem no intestino delgado e podem ter 10 a 40 mm 
(.Hymenolepis nana ) ou 20 a 60 cm ( Hymenolepis diminuta), 
e o Dipylidium caninum pode atingir ate 70 cm. Os ovos sao 
muito caracteristicos, sendo possivel visualizar os ganchos da 
tenia no interior do ovo. O que difere as especies de Hyme¬ 
nolepis e o tamanho do ovo, medindo 70 a 85 pm por 60 a 80 
jam o ovo de H. diminuta , e 30 a 50 jam o de H. nana (Figuras 
45.12 e 45.13).Ja os ovos de Dipylidium medem 35 a 40 jam e 



Figura 45.12 Ovo de Hymenolepis diminuta. 

Fonte: Lenilza Mattos Lima, http://www.parasitologiadinica.ufsc.br. 



Figura 45.13 Ovo de Hymenolepis nana. 

Fonte: Lenilza Mattos Lima, http://www.parasitologiaclinica.ufsc.br. 

estao envoltos por uma membrana que agrupa de 5 a 15 ovos 
no seu interior (Figuras 45.14). 





20 nm 

Figura 45.14 Ovos de Dipylidium caninum. 8 ovos contidos pela 
mesma membrana. 

Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx/. 

Trichuris trichiura 
Doenqa: Tricuriase. 

O Trichuris e um nematodeo que vive no intestino grosso 
de humanos. Os vermes adultos apresentam uma morfologia 
caracteristica que lembra um “chicote” (ver capitulo de me- 
todos),ja que os vermes possuem a porgao anterior do corpo 
mais delgada do que a posterior. Apresentam tamanho entre 
3 e 4 cm de comprimento e 0,02 cm de largura. 

O T. trichiura e um parasito dioico, os vermes vivem no 
ceco e os ovos liberados pelas femeas saem nas fezes e sofrem 
embriogenese no ambiente, apos 15 a 30 dias, sendo por isso, 
chamados de geo-helmintos. O ser humano e infectado ao 
ingerir os ovos larvados do parasito, que podem estar em ali- 
mentos contaminados com fezes humanas. Ambientes onde 
nao ha tratamento de esgotos e estes sao jogados nas colegoes 
hidricas que posteriormente serao utilizadas para irrigagao na 
agricultura podem ser uma fonte dessa infec^ao. 
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Apos ingestao e passagem dos ovos pelos sucos gastricos, 
ha a eclosao do ovo no intestino delgado e consequentemen- 
te a libera^ao da larva; esta migra pelo intestino ate atingir 
o ceco, onde se torna verme adulto. Em 30 a 60 dias apos 
ingestao ja e possivel o encontro de ovos nas fezes. 

■ Infecfao: Ingestao e/ou inalagao de ovos larvados. 

■ Diagnostico: Exame macroscopico, que permite a vi- 
sualizagao de vermes adultos (ver capitulo de metodos). 
Exame parasitologico das fezes e microscopia para o 
encontro de ovos (Figura 45.15). Os ovos medem entre 
50 e 55 pm de comprimento e 20 e 25 pm de largura. 
Apresentam uma forma de barril com duas extremida- 
des polares transparentes que lembram rolhas. 

A tricuriase nao apresenta sinais ou sintomas especificos, 
sendo essa infec^ao na maioria das vezes assintomatica. Nos 
casos onde a infec^ao e maior, observa-se colica abdominal, 
diarreia cronica, anorexia e apatia. Formas mais grave de hi- 
perinfecgao podem levar a morte. Nesses casos, os vermes sao 
encontrados habitando outras regioes intestinais, podendo le¬ 
var a quadros de apendicite aguda perfurada e prolapso retal. 





50 pm 


Figura 45.15 Ovo de Trichuris trichiura. 

Fonte: Alessandra L. Morassutti - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 

Comentarios 

1. O prolapso retal, apesar de ser muito atrelado a infec^ao 
pelo Trichuris , e raro. Essa condigao foi observada em cer- 
ca de 2% dos casos e, destes, 53% estavam relacionados 
a presenga de mais de 100 mil ovos por grama de fezes 
(opg). O habitual em uma infecgao corresponde a menos 
de mil opg. 

■ AO EXAME DE AMOSTRAS SANGUINEAS E 
LIQUOR 

Wuchereria bancrofti 

Doenqa: Filariose linfatica, filariose bancroftiana, 
elefantiase (fase cronica). 

A filariose linfatica e causada por duas especies de ne- 
matodeos, Wuchereria bancrofti, especie encontrada no Brasil, 


e Brugia malayi, restrita a paises asiaticos. Os vermes adultos 
dioicos vivem nos vasos linfaticos e linfonodos do ser huma- 
no, onde copulam e geram larvas, as microfilarias, que ficam 
circulantes no sangue, pelo qual e possivel se fazer o diagnos¬ 
tico da infec^ao. As femeas do mosquito do genero Culex spp. 
tern habito noturno e adquirem as microfilarias ao realizarem 
hematofagia. No mosquito, as larvas sofrem mu das e se tor- 
nam larvas infectantes, L3. O mosquito introduz as larvas no 
ser humano quando realiza nova hematofagia. As L3 deposi- 
tadas no tecido penetram e atingem o sistema linfatico, onde 
sofrem duas mudas e se tornam vermes adultos, produzindo 
novamente as microfilarias. 

A filariose possui fases distintas com relagao a sintoma- 
tologia que vao desde episodios agudos caracterizados por 
linfangite e linfangiectasia a complicates obstrutivas mais 
graves relacionadas a cronicidade da infec^ao, ocasionando 
linfadenites, quiluria, quilocele, linfedema e, por fim, a elefan¬ 
tiase, caracterizada pela disfungao linfatica relacionada a mor¬ 
te dos vermes adultos e resposta inflamatoria do hospedeiro. 

■ Infec^ao: Picada do mosquito Culex spp. infectado. 

■ Diagnostico: Exame de sangue pelo metodo da gota 
espessa. O exame permite o encontro do parasito no 
sangue, as microfilarias. As larvas medem entre 240 e 
300 pm e apresentam celulas que podem ser visualiza- 
das individualmente e nao se prolongam ate a ponta da 
cauda (Figura 45.16). Para o aumento das chances de 
identificar as larvas no exame sanguineo deve-se coletar 
a amostra de sangue durante a noite. 



Figura 45.16 Larva de Wuchereria bancrofti. Gota espessa, corado 
com Giemsa.A seta evidencia ausencia de nucleos na cauda. 

Fonte: Alessandra L. Morassutti Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 

Resultados negativos no exame de gota espessa nao ne- 
cessariamente indicam que o paciente nao esta infectado, 
pois em individuos com baixa carga parasitaria, ou em que 
ja houve a morte dos vermes, as microfilarias podem nao 
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ser encontradas. Assim, e fundamental que se faca a correlagao 
clinico-laboratorial, onde os sinais e sintomas descritos acima 
devem ser considerados para o diagnostico da filariose, alem da 
consideragao de proveniencia e/ou visita a regioes endemicas. 

Exame sorologico: pesquisa de anticorpos e antigenos 
circulantes. Elisa e teste rapido (imunocromatografico ICT 
AMRAD ICT, New South Wales, Australia Filariasis). 

Comentarios 

1. A filariose bancroftiana vem recebendo atengao da 
Organizagao Mundial da Saude para a erradicagao da 
doenga ate 2020. 

2. Atualmente a infecgao no Brasil e restrita aos estados de 
Alagoas, Para e Pernambuco. 

3. Ha que se considerar individuos provenientes, viajan- 
tes ou imigrantes de paises africanos e asiaticos, onde 
Wuchereria tambem ocorre, alem da possibilidade de in- 
fec^ao com a outra especie, Brugia malayi. 

Angiostrongylus cantonensis 

Doenqa: Meningoencefalite eosinofilica, 
angiostrongiliase cerebral. 

Duas especies de Angiostrongylus habituais de roedores 
podem causar doengas em humanos. Angiostrongylus costaricen- 
sis, que coloniza as arterias mesentericas do intestino e pode 
causar angiostrongiliase abdominal, e A. cantonensis (Figura 
45.17), que pode causar meningoencefalite eosinofilica. 

O ciclo de vida de ambas as especies envolve dois ti- 
pos de hospedeiros: moluscos, lesmas, caracois e caramujos, 
que sao hospedeiros intermediaries, e, no caso da especie A. 
cantonensis , roedores como Rattus norvegicus , ratazanas, que 
sao hospedeiros defmitivos do parasito; ja a outra especie, A. 
costaricensis, tern por seu hospedeiro defmitivo camundongos, 
principalmente Oligoryzomys nigripes , no sul do pais. O ser 
humano participa do ciclo de ambas especies acidentalmente, 
quando ingere larvas infectantes L3 presentes em moluscos 
crus ou malcozidos, em alimentos exoticos como escargot, ou 
em saladas e sue os onde o molusco infectado foi triturado 
acidentalmente. As L3 quando ingeridas penetram a parede 
do intestino e, atraves da cor rente sanguinea, atingem o espa- 
go subaracnoideo, no caso de A. cantonensis , podendo causar 
meningite e, mais raramente, encefalite e infeegoes oculares. 
No caso de A. costaricensis , as larvas migram para as arterias 
mesentericas causando doenga abdominal, podendo levar a 
apendicite aguda com perfuragao. 

A angiostrongiliase cerebral e caracterizada pela presen- 
ga de eosinofilia acima de 4%, o que e incomum a outros 
agentes etiologicos de meningites como bacterias e virus. 
Entretanto, esse achado nao e o suficiente para o diagnosti¬ 
co defmitivo da infeegao por Angiostrongylus porque outros 
helmintos, fungos e protozoarios tambem podem levar ao 
aumento de eosinofilos. A meningoencefalite (quando alem 
das meninges tambem ha infeegao encefalica) causada por 
A. cantonensis pode ser fatal em 3% dos casos, sendo que a 
maioria evolui para cura em 15 a 30 dias de tratamento. A 


infeegao cerebral e acentuada pela movimentagao das larvas, 
que causam lesoes mecanicamente. A infeegao pode deixar 
sequelas motoras, visuais e mentais, dependendo do local e 
intensidade das lesoes deixadas pelas larvas. 

O diagnostico parasitologico e dificultado, pois sao raros 
os casos em que as larvas sao recuperadas no liquido cefalor- 
raquidiano, ou globo ocular. No caso da infeegao intestinal 
nao e possivel visualizagao das formas parasitarias nas fezes, 
pois as larvas sao retidas devido a uma forte rea^ao inflama- 
toria. Assim, o diagnostico e feito por meio da identificagao 
do parasito em amostras de biopsia ou remogao cirurgica 
(ver sessao 3 - Figura 45.24). 

■ Infec^ao: Ingestao de moluscos crus e/ou alimentos e 
agua contaminados com larvas L3 do parasito. 

■ Diagnostico: Parasitologico, pelo achado de larvas no 
liquor (raro). Podem ser encontradas larvas de varios 
estagios evolutivos, principalmente em infec^oes ocula¬ 
res nas quais estagios mais avangados, L4 e L5, podem 
ocorrer. Portanto os tamanhos variam entre 440 e 460 
pm (L3) (Figura 45.18) ate 16 mm (L5). Importante ob¬ 
server a proje^ao terminal na ponta da cauda das larvas 
(L3) e/ou os raios bursais nos machos (L4, L5) que e 
caracteristico nas especies de Angiostrongylus spp. 

■ Exames sorologicos: Elisa e Western blot com antigeno 
total de vermes femea. 

■ Exames moleculares: PCR em tempo real no liquor 
(amplificagao da regiao ribossomal ITS1). 

Em razao da dificuldade de diagnostico diferencial das 
angiostrongiliases, e importante que se faga a relagao clinico- 
-laboratorial adequadamente na qual, alem dos sintomas des¬ 
critos acima, deve-se considerar o historico de manipulagao 
e/ou consumo de moluscos crus por parte do paciente. 

Comentarios 

1. No Brasil a infec^ao causada por A. costaricensis parece 
endemica no sul do Pais, mas ja foi registrada nos estados 
de Minas Gerais, Brasilia, Espirito Santo, Rio de Janeiro 
e Sao Paulo. 

2. A meningite eosinofilica causada pelo A. cantonensis foi 
diagnosticada pela primeira vez no Brasil em 2007; antes, 
a infec^ao era restrita aos paises do sudeste asiatico. Em 
varios estados brasileiros ja foram relatados casos huma¬ 
nos e/ou encontrados hospedeiros infectados, servindo 
de alerta para um iminente aumento da ocorrencia desta 
parasitose no Brasil. 

3. As larvas LI que saem nas fezes do rato nao sao capazes 
de estabelecer infeegao em humanos, sao infectantes ape- 
nas para moluscos. 

4. Na infec^ao humana por ambas as especies nao ha per- 
petuagao, uma vez que os ciclos de vida dos parasitos sao 
interrompidos ou por nao haver eliminagao de LI nas 
fezes ou pela morte das formas juvenis devido a resposta 
imunologica do hospedeiro. O homem, portanto, e con- 
siderado hospedeiro acidental. 
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Figura 45.17 Verme femea adulto de Angiostrongylus cantonensis. 
Fonte: Carolina M. Verissimo - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 



100 pm 


Figura 45.18 Larva L3 de A. cantonensis. A seta indica o entalhe 
final da cauda caracteristico. 

Fonte: Carolina M. Verissimo - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 


■ AO EXAME DE MATERIAL DE BIOPSIAS, 
PUNCHES E ESCARRO 

Schistosoma mansoni, Wuchereria bancrofti, 
Taenia spp., Angiostrongylus costaricensis 

Como mencionado nas sessoes sobre S. stercoralis, A. lum- 
bricoides e ancilostomideos, faz parte do ciclo evolutivo a ma- 
turagao das larvas no pulmao. Durante essa passagem, podem 
haver sintomas de tosse produtiva. Existe a possibilidade de 
diagnostico, mesmo que nao intencional, pelo achado destas 


larvas no lavado bronquio-alveolar, bem como em amostras 
de escarro (Figura 45.19). E possivel ainda o encontro de 
larvas de S. stercoralis pela analise do liquido duodenal por en- 
doscopia ou Entero-test. As larvas podem ser visualizadas em 
microscopio apos coloragao com hematoxilina-eosina (HE) 
e/ou Giemsa (Figura 45.20). 


# 
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Figura 45.19 Larva de S. stercoralis em lavado bronquio-alveolar. 
Corado com Giemsa. 

Fonte: cdc.gov/dpdx. 



Figura 45.20 Larva de A. lumbricoides em corte transversal em biop- 
sia de pulmao. Corado com HE. 

Fonte: cdc.gov/dpdx. 

No caso da infecqao por Schistosoma mansoni , muitos dos 
ovos que sao eliminados pelas femeas na luz dos capilares me- 
sentericos acabam nao atingindo a luz intestinal e sao retidos 
em orgaos adjacentes. As complicagoes associadas a esquistos- 
somose sao justamente aquelas em decorrencia do acumulo 
de ovos em orgaos e tecidos. A maioria dos ovos fica retida no 
figado, mas os rins e ate mesmo o cerebro podem ser acome- 
tidos, causando esquistossomose ectopica. Casos de mielorra- 
diculopatias ja foram descritos tendo como agente etiologico 
ovos de S. mansoni que atingiram a medula espinhal. Nestes 
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casos, o diagnostico e feito pela analise de material de biopsia. 
Os ovos (Figura 45.21) frequentemente se encontram circun- 
dados por celulas inflamatorias que formam granulomas, que 
sao estruturas enrijecidas pela deposigao de colageno e fibrina. 
Muitas vezes o processo inflamatorio em que se encontram os 
ovos leva a degenera^ao e consequente deformidade das carac- 
teristicas diagnosticas (Figura 45.22). Nesses casos a sorologia 
ou mesmo a detec^ao de acidos nucleicos pode ser necessaria. 
No entanto, este ultimo nao esta disponivel comercialmente, 
sendo restrito a alguns centros de pesquisa. 



Figura 45.21 Ovo de Schistosoma mansoni em corte histologico. 
Material de biopsia de figado corado com HE. 

Fonte: Alessandra L. Morassutti - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 



Figura 45.22 Ovo de Schistosoma mansoni em corte histologico. 
Material de biopsia de figado corado com HE. 

Fonte: Alessandra L. Morassutti - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 


Em materiais de biopsia, onde houve comprometimen- 
to linfatico, (obstru^ao linfatica e/ou linfadenites) podem ser 
encontrados vermes adultos de Wuchereria bancrofti. Nesses ca¬ 
sos, dificilmente sera possivel o encontro de microfilarias no 
sangue (Figura 45.16), pois a obstrugao dos vasos pode estar 


atrelada a rea^ao inflamatoria fibrotica devido a morte dos 
vermes. Assim, podem ser encontrados vermes degenerados 
nos linfonodos biopsiados. 

Proglotes de tenias podem eventualmente ficar reti- 
das em regioes intestinais, causando inflamagao que pode 
evoluir para complicates mais graves, como apendicite 
perfurada. Nesses casos, serao visualizados ovos nas pegas 
removidas por cirurgia ou biopsias (Figura 45.23). Outros 
casos de apendice perfurado ou ressec^ao intestinal po¬ 
dem estar atrelados a presenga do parasito Angiostrongylus 
costaricensis , mencionado na sessao 2.2. Sao frequentemente 
diagnosticados casos de angiostrongiliase abdominal no es- 
tado do Rio Grande do Sul, em achados pos-cirurgicos ou 
em material de biopsias. O verme adulto de A. costaricensis 
(Figura 45.17) vive nas arterias mesentericas e causa uma 



Figura 45.23 Ovos de Taenia spp. na luz apendicular. HE. 
Fonte: Rubens Rodriguez - Instituto de Patologia de Passo Fundo-RS. 



Figura 45.24 Verme adulto de Angiostrongylus costaricensis na luz da 
arteria apendicular. HE 100X. 

Fonte: Rubens Rodriguez - Instituto de Patologia de Passo Fundo-RS. 
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rea^ao inflamatoria intensa, granulomatosa perivascular e 
vasculite eosinofilica, lesoes intestinais caracterizadas por 
infarto, pseudo tumor ou apendicite aguda. As lesoes sao 
causadas pela presen^a dos vermes, mas mais intensamente 
pela presenga dos ovos e das larvas que precisariam atraves- 
sar o vaso e chegar a luz intestinal. Devido a esta reagao in¬ 
flamatoria, os ovos fleam retidos e podem acometer outros 
orgaos, como o figado, levando a uma hepatite eosinofilica. 
Mais raramente, pode haver acometimento dos testiculos, 
omento e em hernia de parede abdominal. O diagnostico e 
baseado em achados caracteristicos de nematodeos em corte 
transversal: presenga de dois tubos reprodutores e um tubo 
digestivo, quando femeas (Figuras 45.24) e apenas um tubo 
reprodutor e digestivo, quando macho. O fato de o verme 
estar dentro da arteria caracteriza angiostrongibase. 

Material de biopsia a partir de cistos pode revelar diferen- 
tes etiologias. Os cistos da cisticercose, ou cisticercos, podem 
ser encontrados em qualquer orgao ou tecido; frequentemen- 
te o tecido cerebral e acometido, causando neurocisticerco- 
se. Exames de imagem, como tomografia computadorizada, 
revelam cistos hipodensos com pedunculo esbranquigado (a 
larva cisticercoide), e ao corte histologico e possivel visualizar 
as varias camadas do parenquima. As caracteristicas do cisto 
em corte sao a presen^a de camadas filamentosas que pare- 
cem pregas (Figura 45.25). 



Figura 45.25 Cisticerco de Taenia solium em corte transversal, co- 
rado com HE. 

Fonte: Carolina M. Verissimo - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 

Echinococcus granulosus 
Doenqa: Hidatidose. 

O Echinococcus spp. e uma tenia que vive no intestino dos 
seus hospedeiros definitivos, os caes. O ser humano participa 
do ciclo de forma acidental no papel de hospedeiro interme¬ 
diary, que naturalmente seriam ovelhas e bovinos. Os ovos 
da tenia sao liberados nas fezes dos caes e contaminam o am- 


biente. Ovinos e bovinos ingerem os ovos durante a pastagem 
e o ser humano se infecta ao ingerir alimentos contaminados 
com fezes de caes, ou pelo contato direto com o cao, pois as 
proglotes podem ficar presas ao pelo do animal. Apos a in- 
gestao e a passagem dos ovos pelo estomago ha a eclosao do 
ovo, e a larva penetra a mucosa intestinal e migra via corren- 
te sanguinea para potencialmente qualquer orgao. Na maior 
parte das vezes a larva coloniza o figado, depois, em menor 
propor^ao, o pulmao, e mais raramente outros orgaos, poden- 
do inclusive atingir o cerebro, causando hidatidose cerebral. 

A partir da larva presente no tecido, ocorre a produ- 
gao do cisto hidatico, que e revestido por tres membranas. 
A membrana mais interna, germinativa, produz um liquido 
cristalino que preenche o cisto e tambem produz as formas 
larvares por brotamento, os protoescolex, que sao infectantes 
ao cao, quando alimentados com as visceras dos ovinos e bo¬ 
vinos, completando assim o ciclo. 

A hidatidose esta presente em locais que tern como ati- 
vidade economica a criagao de ovinos e bovinos de maneira 
tradicional, com o auxilio de “caes de pastoreio” ou “ovelhei- 
ros”. Na America do Sul a prevalencia e alta, principalmente 
na Argentina, no Uruguai e no Brasil, destacando-se os esta- 
dos do Rio Grande do Sul, Parana, Sao Paulo e Minas Gerais. 

■ Infec^ao: Ingestao de alimentos contaminados com fe¬ 
zes de caes infectados pelo Echinococcus granulosus. 

■ Diagnostico: A infec^ao e diagnosticada principal¬ 
mente por exames de imagem, quando se encontra 
cistos hipodensos que podem variar de tamanho de- 
pendendo do tempo de desenvolvimento. A analise de 
liquido puncionado pode revelar a presenga das larvas 
protoescolex que apresentam forma caracteristica, com 
a visualizagao dos ganchos da tenia (Figura 45.26). 



100|im 


Figura 45.26 Protoescolex de Echinococcus granulosus, obtido de 
pun^ao de cisto hidatico. 

Fonte: Alessandra L. Morassutti - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 
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Adicionalmente, e importante fazer a correla^ao clinico- 
-laboratorial procedendo a analise parasitologica, pelo 
exame de amostras liquidas provenientes de material de 
pungao. Identifica^ao de protoescolex, que se apresenta 
como uma estrutura globulosa medindo aproximada- 
mente 450 por 300 pm, com ventosas e ganchos da tenia 
visiveis internamente. 

■ Exame sorologico: busca a presenga de anticorpos 
especificos anti-hidatide 

Comentarios 

1. Abcessos hepaticos podem ter origens etiologicas diferen- 
tes. O caso mais frequente e a infecgao bacteriana.Entretanto, 
ja foram encontrados abcessos hepaticos dos quais a prima 
origem era por Echinococcus , e somente apos a morte do 
cisto evidenciou-se infecgao bacteriana secundaria. 

2. Em caso de ruptura acidental do cisto (como, por exem- 
plo, uma batida forte por acidente de carro, ou pratica 
de certos esportes), as larvas apresentam potencial de 
originar novos cistos, causando multiplas leoes (cistos 
secundarios). Por isso, o tratamento cirurgico deve ser 
precedido de tratamento com injegao de solugao satu- 
rada de cloreto de sodio, ou solugao de hipoclorito, para 
eliminar o risco de contamina^ao (tecnica de PAIR). 
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■ EXAME PARAS ITO LOG I CO DE FEZES 
Considerapoes gerais 

O exame parasitologico de fezes e fundamental quan- 
do o paciente apresenta sintomas de infec^ao no trato gas- 
trintestinal, pois muitas das infec^oes gastrintestinais sao 
causadas por helmintos ou protozoarios. A maioria dessas 
parasitoses e diagnosticada quando formas parasitarias sao 
encontradas nas fezes, como vermes adultos inteiros e/ 
ou segmentos de tenias, ovos e larvas de helmintos, cistos, 
trofozoitos e oocistos de protozoarios. Contudo, outros 
materiais biologicos tambem podem ser utilizados no diag¬ 
nostic© de enteroparasitoses, tais como escarro, urina, raspado 
anal, conteudo duodenal e biopsia. 

Quanto a consistencia, as fezes sao classificadas em for- 
madas ou moldadas, pastosas, diarreicas ou liquidas. Os trofo¬ 
zoitos sao usualmente diagnosticados nas fezes diarreicas ou 
liquidas, nas mucosanguinolentas e ocasionalmente nas fezes 
pastosas, enquanto os cistos sao encontrados mais comumente 
em fezes formadas e tambem nas pastosas. Os oocistos sao 
diagnosticados em todos os tipos de fezes, sendo encontrados 
em maior quantidade em fezes diarreicas. Os ovos e as larvas 
de helmintos geralmente podem ser diagnosticados em todos 
os tipos de fezes. 

As fezes normais contem restos alimentares, elementos 
celulares, residuos de origem vegetal e animal, e bacterias; sao 
formadas e cilindricas, de cor castanha, pH entre 6,5 e 7,5, e 
normalmente sao liberadas entre 100 e 150 g de fezes por dia. 

Na rotina do exame parasitologico de fezes sempre devem 
ser incluidas tecnicas de concentragao para a pesquisa das es- 
truturas parasitarias. A seguir, sao apresentados os principais 


metodos e tecnicas empregados no diagnostico laboratorial 
de parasitoses intestinais. 

Etapas do exame parasitologico de fezes 
Coleta das fezes 

A coleta de fezes devera ser realizada, preferencialmente, 
em dias alternados, coletando-se tres amostras no total. A eva- 
cuagao da amostra deve ser feita diretamente em um frasco 
ou em um jornal ou papel limpo e transferida para um reci- 
piente de plastico com tampa de rosea. A identificagao corre- 
ta do parasito depende de caracteristicas morfologicas tipicas 
de cada especie, sendo, portanto, necessaria a preservagao ade- 
quada da amostra fecal antes e apos o exame macroscopico. 

Preservapao das fezes 

As amostras fecais que nao forem entregues imediatamente 
ao laboratorio deverao ser preservadas. E importante a pre- 
servagao da amostra fecal a fim de evitar a embriogenese de 
ovos e desenvolvimento de larvas, bem como a integridade 
morfologica dos trofozoitos, cistos e oocistos dos parasitos. 
A preservagao temporaria pode ser feita com a refrigeragao 
das fezes (4°C a 10°C), evitando a ocorrencia de putrefagao. 
O tempo maximo de refrigeragao e de 72 horas, entretanto, 
as larvas de helmintos morrem e podem sofrer alteragoes 
morfologicas. A fixagao permanente pode ser realizada com 
a adigao de solugao de formaldeido a 5% ou 10% em agua 
destilada-deionizada, ou solu^ao tamponada. Outros conser- 
vantes permanentes de protozoarios e helmintos estao descri- 
tos no Quadro 46.1. E recomendado misturar uma parte de 
fezes para duas ou tres partes da solugao conservadora. 
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Quadro 46.1 Principals solu^oes utilizadas como conservantes de material fecal. 

• Solugao de MIF (Mertiolato-lodo-Formaldeido): 2% de Glicerina, 10% de formaldeido PA, 80% de mertiolato 
(Timerasol 1:1000), dissolvidos em agua destilada-deionizada. Acrescentar 6% da solugao de Lugol imediatamente 
antes do uso. (Coutinho substituiu o mertiolato pelo mercurocromo a 0,2%.) 

• Solugao SAF (Acetato de Sodio-Acido Acetico-Formaldeido): 1,5% de acetato de sodio; 2% de acido acetico glacial; 
4% de formaldeido PA, dissolvidos em agua destilada-deionizada. 

• Fixador APV (Alcool Polivinilico): indicado para cistos e trofozoitos. 0 fixador de Schaudinn e toxico por conter na 
composigao cloreto de mercurio-ll. 

• Fixador de Schaudinn modificado: contem alcool etilico, acido acetico, glicerina e 

• sulfato de cobre (CuS0 4 .5H 2 0). 0 cloreto de mercurio-ll foi substituido pelo sulfato de cobre. 

• Fixador PAF (Fenol-Alcool-Formaldeido): contem fenol (23 mL), solugao salina a 0,85% (825 mL), alcool etilico a 95% 
(125 mL) e formaldeido (50 mL). 

Fonte: Cortesia de Alessandra Morassutti - Laboratories de Parasitologia da PUCRS. 


Exame macroscopico das fezes 

O exame macroscopico das fezes deve sempre ser realiza- 
do e anteceder o exame microscopico. Esse procedimento e 
importante para a verificagao de elementos anormais da con¬ 


sistency, como a presenga de pus, muco ou sangue, e para a 
identificaqao de vermes adultos e de proglotes eventualmente 
liberados nas fezes. Pode ser feito atraves de simples observa- 
qao ou pela tamisagao. O Quadro 46.2 sumariza os principals 
helmintos encontrados no exame macroscopico. 


Quadro 46.2 Especies de helmintos que podem ser encontradas no exame macroscopico das fezes. 


Especie Tamanhos aproximados Coloragao e caracteristicas Imagem 

comprimento x diametro (cm) 


Enterobius 0,8 - 1,3 x 0,03 Cor branca; a femea e encontrada 

vermicularis principalmente na regiao do perineo 

e tern extremidade posterior afilada; 
o macho tern extremidade posterior 
recurvada ventralmente. Podem ser 
encontrados na superficie das fezes. 

Imagem de exemplar femea de 
E. vermicularis. 


Ascaris 15 - 35 x 0,5 Cor clara; apresenta estrias circulares; 

lumbricoides a femea tern extremidade posterior 

romba e o macho tern extremidade 
posterior recurvada ventralmente. 

Imagem de exemplar femea de A 
lumbricoides. 



Taenia 1,5 - 2 x 0,5 - 1 

saginata 

e Taenia 

solium 

(Proglotes,)* 


Cor branca; e encontrado na superficie 
das fezes ou pode ser eliminado 
espontaneamente no caso de T. 
saginata. 



* A identifica(;ao da especie e feita atraves do numero e tipo de ramifica<;6es uterinas. A Taenia solium possui entre 7 e 13 ramifica<;6es de cada lado do 
tronco central do utero (tipo dendrftico), enquanto a Taenia saginata apresenta 15 a 20 ramificaqoes uterinas (tipo dicotomico). 

Fotos: Cortesia de Alessandra L. Morassutti - Laboratorio de Parasitologia da PUCRS. 


558 


Parte 8 















Procedi me ntos Tecnicos em Parasitologia 


Exame microscopico das fezes 

O exame microscopico permite a visualizagao de ovos 
e larvas de helmintos e cistos, oocistos e trofozoitos de pro¬ 
tozoarios. A seguir sao apresentados os principais metodos 
empregados no diagnostico de formas parasitarias intestinais. 
O Quadro 46.3 mostra um resumo das principais tecnicas 
parasitologicas recomendadas para protozoarios e helmintos. 

Metodo direto 

Esse metodo e considerado de baixa sensibilidade, ja que 
nesse exame nao ha concentra^ao das formas parasitarias. O 
exame a fresco e mais utilizado em fezes diarreicas ou liquidas 
quando ha suspeita de infec^ao por trofozoitos de protozoa- 
rios.Tendo em vista que os trofozoitos nao sobrevivem muito 
tempo e que a observagao da motilidade e importante para o 
diagnostico, as fezes devem ser examinadas dentro de 15 a 30 
minutos. Este metodo tambem pode ser utilizado para a busca 
de cistos, oocistos de protozoarios, larvas e ovos de helmintos. 

■ Tecnica: colocar duas a tres gotas de solugao salina 
0,85 % em uma lamina de vidro. Com um palito, toca-se 
a amostra fecal em diferentes pontos, transferindo por- 
goes desta para a lamina e cobrindo a preparagao com 
uma laminula. Examinar ao microscopio com aumento de 
lOOx e 400x. 


Tecnica de sedimentacao espontanea (Lutz, 1919; 
Hoffmann, Pons e Janer, 1934) 

Essa tecnica baseia-se na sedimentacao espontanea de 
ovos e larvas de helmintos e cistos de protozoarios em agua, 
ocorrendo a concentraqao dos mesmos. Os ovos considerados 
pesados, como os ovos inferteis de Ascaris, ovos de Schistosoma 
mansoni e de Taenia spp. sao facilmente recuperados. A tecnica e 
conhecida como ‘ ‘HPJ”. 

■ Tecnica: colocar cerca de 2 g de fezes (fixadas ou 
nao) colhidas de varias partes da amostra fecal em um 
frasco de Borrel ou similar e dissolver em cerca de 
25 mL de agua. Acrescentar 50 mL ou mais de agua e 
filtrar com gaze dobrada duas vezes (ou com filtro 
descartavel Parasitofiltro®) para um copo conico de 
sedimentagao com capacidade de 200 mL. O copo deve 
ser preenchido com agua ate tres quartos de sua capaci¬ 
dade. A amostra e deixada de 2 a 3 horas em repouso (ou 
no maximo ate 24h). Podera haver um procedimento de 
lavagem do sedimento apos o repouso de 2 a 3 horas, 
decantando com cuidado o sobrenadante e adicionando 
igual volume de agua, deixando novamente em repouso 
por uma hora. Este procedimento de lavagem pode ser 
repetido ate que o sobrenadante fique claro. O material 
sedimentado e coletado de diferentes partes do fundo 


Quadro 46.3 Principais tecnicas parasitologicas recomendadas para protozoarios e helmintos intestinais. 


Cistos e 
oocistos 

Larvas 

Adultos e 
ovos de 
helmintos 


Ovos 


Metodo 

Protozoarios 

Strongyloides 

Enterobius e 
proglote de 
Taenia spp. 

Ascaris, 
Trichuris e 
Fasciola 

Ancilostormdeos 
e Hymenolepis 

Schistosoma 

mansoni 

Sedimentacao 

A 

A 


A 


A 

espontanea 







Kato-Katz 




A 

A 

A 

Faust 

A 




A 


Ritchie 

A 



A 



Willis 





A 


Fita adesiva 



A 




Gradiente Salino 




A 


A 

Baermann-Moraes 


A 





Rugai, Mattos e Brisola 


A 





Helmintex* 






A 


*Metodo utilizado para diagnostico de esquistossomose em areas de baixa endemicidade e pos-tratamento. 
Fonte: Cortesia de Alessandra Morassutti - Laboratories de Parasitologia da PUCRS. 
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do copo com a ajuda de uma pip eta de vidro ou pip eta 
de Pasteur. Colocar uma a duas gotas de sedimento sobre 
lamina, adicionar uma gota da solugao de Lugol, misturar 
e cobrir com laminula. Examinar ao microscopio com 
aumento de lOOx e 400 X. 

Para a pesquisa de Blastocystis spp. recomenda-se diluir as 
fezes frescas em solugao salina. 

Metodo de Kato-Katz (Katz, 1960; Katz, Chaves e 
Pellegrino, 1972) 

Esse metodo e recomendado para a pesquisa de ovos de 
alguns helmintos, e tern como objetivo correlacionar a pro- 
dugao de ovos com a carga parasitaria das especies Ascaris 
lumbricoides , Trichuris trichiura , ancilostomideos (Ancylostoma 
duodenale e Necator americanus) e Schistosoma mansoni. 

■ Tecnica: 40 a 50 mg de fezes frescas sao pressionadas 
atraves de uma tela metalica ou de nailon, e recolhidas 
para o orificio de um cartao colocado sobre a lamina 
de vidro. O cartao e entao removido, e uma laminula 
de celofane embebida em solugao de verde de malaqui- 
ta e glicerina e depositada em cima do material fecal 
na lamina. Inverter e pressionar a lamina sobre o papel 
absorvente, ate que a massa cubra a area da laminula. O 
processo de clarificagao dura cerca de duas horas a tem- 
peratura ambiente. Examinar a preparagao ao microscopio 
com aumento de lOOx. 

Para a quantificagao de ovos nas fezes devem ser anali- 
sadas tres laminas, e a media de ovos encontrados nestas tres 
laminas devera ser multiplicada pelo fator 24, obtendo-se en¬ 
tao o numero de ovos por grama de fezes. 

Tecnica de Faust (Faust e colaboradores, 1938) 

Essa tecnica baseia-se em centrifugo-flutuagao de cistos, 
oocistos e ovos em solugao de sulfato de zinco de densidade 
1,18 g/mL (33 g%). E um metodo de concentragao para 
cistos de protozoarios presentes em pequena quantidade 
nas fezes e para ovos leves como os de ancilostomideos e 
de Hymenolepis sp. Convem salientar que ovos considerados 
pesados, como os de S. mansoni , Taenia spp. e ovos inferteis de 
A. lumbricoides , podem frequentemente nao ser evidenciados 
por esse metodo. Para fezes preservadas a densidade devera ser 
ajustada em 1,20 g/mL. 

■ Tecnica: dissolver uma a duas gramas de fezes coletadas 
de varias partes da amostra fecal, em 10 mL de agua. 
Filtrar a suspensao em gaze dobrada duas vezes. Colocar 
o filtrado em um tubo de centrifuga de 15 mL e centri- 
fugar por um a dois minutos a 650 X g. Decantar o so- 
brenadante e ressuspender o sedimento em agua, com- 
pletando o volume de dois tergos da capacidade do tubo. 
Centrifugar e repetir novamente a lavagem ate que o 
sobrenadante fique limpido. Quando o ultimo sobrena- 
dante e desprezado, ressuspender o sedimento e comple- 
tar o volume de 12 mL com sulfato de zinco 33% e no¬ 


vamente centrifugar por um minuto a 650 X g. O tubo 
e cuidadosamente retirado da centrifuga e colocado em 
posigao vertical. Com a ajuda de uma alga de platina (ou 
de arame), tocar o centro da pelicula superficial e reco- 
lher o material contido na alga transferindo para uma 
lamina de vidro (tres a quatro algadas). Adicionar uma 
gota de Lugol, misturar, cobrir com laminula e examinar 
ao microscopio com aumento de lOOx e 400X. 

Tecnica de Ritchie (Ritchie, 1948) 

A tecnica consiste em centrifugo-sedimentagao de cistos, 
oocistos, ovos e larvas pela formalina-eter ou formalina-ace- 
tato de etila. E um metodo de concentragao para recuperar 
cistos e oocistos de protozoarios em fezes frescas. 

■ Tecnica: dissolver uma a duas gramas de fezes coletadas 
de varias partes da amostra fecal em 10 mL de agua. 
Filtrar a suspensao em gaze dobrada duas vezes. Colocar 
o filtrado em um tubo de centrifuga de 15 mL e cen¬ 
trifugar por um a dois minutos a 650 X g. Decantar o 
sobrenadante e ressuspender o sedimento em agua, 
completando o volume de dois tergos da capacidade do 
tubo. Centrifugar e repetir novamente a lavagem do se¬ 
dimento ate que o sobrenadante fique limpido. Quando 
o ultimo sobrenadante e desprezado, ressuspender o se¬ 
dimento com um mL de formalina a 10% (de preferen¬ 
ce em solugao tamponada, pH 7) e completar o volume 
ate 10 mL. Deixar em repouso por cinco minutos. Apos, 
acrescentar dois a tres mL de eter ou acetato de etila, 
tapar o tubo e agitar vigorosamente por 30 segundos. 
Centrifugar por um minuto a 500 X g. Apos a centrifu- 
gagao quatro camadas distintas sao formadas, sendo que 
o sedimento contem as formas parasitarias. Remover 
com cuidado o anel de gorduras e detritos das paredes 
do tubo, com o auxilio de uma agulha histologica ou 
estilete fino e decantar as tres camadas superiores. Pode- 
se usar um swab de algodao para remover o restante de 
detritos na parede do tubo. Usar o liquido remanescente 
para suspender o sedimento no fundo ou adicionar uma 
gota de Lugol, misturar e, com uma pipeta de Pasteur, 
colocar uma a duas gotas de sedimento corado sobre a 
lamina; cobrir com laminula e examinar ao microscopio 
com aumento de lOOx e 400X. 

Para a pesquisa de Blastocystis spp. recomenda-se diluir as 
fezes frescas em solugao salina. 

Tecnica de centrifugo-sedimentagao para material 
fecal preservado- MIFC 

As fezes preservadas em solugao MIF podem ser proces- 
sadas pela tecnica MIFC, que e uma tecnica de centrifugo- 
-sedimentagao semelhante a de Ritchie, onde o fixador MIF 
substitui a formalina. Atualmente, essa tecnica tambem pode ser 
usada com fezes preservadas em solugao fixadora SAF. 

■ Tecnica: homogeneizar bem as fezes contidas na solugao 
conservante. Filtrar a suspensao com gaze dobrada duas 
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vezes (ou com filtro descartavel Parasitofiltro®), e colocar 
cerca de 10 mL do filtrado em tubo de centnfuga com 
capacidade de 15 mL. Adicionar tres mL de eter ou ace- 
tato de etila, fechar o tubo e agitar vigorosamente por 
30 segundos. Centrifugar durante um minuto a 500 x g. 
Desprezar o sobrenadante e o anel formado por gorduras e 
residuos (as tres camadas superiores), ficando somente com 
o sedimento formado no fundo do tubo. Limpar com swab 
de algodao as paredes do tubo, quando necessario. Colher 
uma a duas gotas do sedimento, colocar em lamina, adi¬ 
cionar uma a duas gotas de Lugol, cobrir com laminula e 
examinar ao microscopio com aumento de lOOx e 400 X. 

Tecnica de Willis (Willis, 1921) 

A tecnica consiste na flutuagao em solugao saturada de 
cloreto de sodio em agua (densidade 1,20 g/mL),para a busca 
de ovos considerados leves, como os de ancilostomideos e os 
de Hymenolepis sp. 

■ Tecnica: dissolver uma a duas gramas de fezes coleta- 
das de varios pontos do bolus fecal, em pequeno frasco 
de vidro com 20 mL de solu^ao saturada de cloreto de 
sodio, ate obter uma total homogeneizagao. Em seguida, 
completar o volume com a referida solu^ao ate a borda do 
frasco. Colocar uma lamina em contato com o menisco 
durante 30 a 45 minutos. Retirar a lamina e inverte-la 
rapidamente, cobrir com laminula e examinar ao micros¬ 
copio com aumento de lOOx. 

Metodo de Baermann (1917) e Moraes (1948) 

Esse metodo baseia-se no termo-hidrotropismo positivo 
das larvas de nematoides em temperatura de 40°C a 45°C. 
E indicado para o diagnostico de larvas de S. stercoralis , de 
ancilostomideos e larvas de outros helmintos. 

■ Tecnica: colocar 8 a 10 g de fezes recentemente emi- 
tidas e nao preservadas sob re a gaze com duas dobras 
(ou filtro descartavel Parasitofiltro®), cuidadosamente 
colocada na boca de um funil de vidro com um tubo 
de borracha na extremidade inferior, e uma pinga de 
Mohr. Encher o funil de vidro com agua aquecida en- 
tre 40 e 45°C, ficando as fezes submersas. Aguardar uma 
hora, e abrir a pinga de Mohr para a coleta do material 
em um vidro de relogio e examinar ao microscopio es- 
tereoscopio. Outra maneira e colher o liquido em tubo 
de centnfuga, centrifugar a 500 X g durante 1 minuto, e 
examinar ao microscopio (100 X e 400 x) o sedimento 
corado com Lugol entre lamina e laminula. 

Metodo de Rugai, Mattos e Brisola 

O metodo baseia-se no termo-hdrotropismo positivo das 
larvas de nematoides, em temperatura de 42 °C a 45 °C. 

■ Tecnica: estender a gaze dobrada duas vezes sobre a 
abertura do frasco contendo as fezes frescas nao preser¬ 
vadas. Colocar o material assim preparado no interior 


de um calice de sedimentagao com aproximadamente 
100 mL de agua na temperatura de 40 °C a 45 °C. A 
agua deve alcan^ar toda a extensao da abertura do fras¬ 
co. Deixar em repouso por 60 minutos. Apos, colher 
o sedimento no fundo do calice com auxilio de uma 
pipeta, e examinar ao microscopio (100 X e 400 x) o 
sedimento corado com Lugol entre lamina e laminula. 

Metodo de Gradiente Salino (Coelho e 
colaboradores, 2009) 

O metodo inicialmente foi desenvolvido por Rowan e 
Gram (1959) e Pdtchie e Berrios-Duran (1961) para a busca de 
ovos de helmintos, modificado para a recuperagao de ovos de 
Schistosoma mansoni. Utiliza um dispositivo simples baseado na 
sedimentagao diferencial dos ovos quando estes sao submetidos 
a um fluxo lento e continuo de solucao salina 3% por meio de 
uma placa porosa, criando uma separagao atraves de gradiente. Os 
ovos permanecem na superficie da placa porosa e o sedimento 
final e transferido para uma lamina e visualizado ao microscopio. 

Metodo de Helmintex (Teixeiro et al, 2007) 

A tecnica e altamente sensivel para o isolamento de ovos 
de helmintos baseado na interagao dos ovos com microesferas 
magneticas. 

■ Tecnica: 30 g de fezes passam pelo metodo de sedimen- 
ta^ao espontanea. Apos a clarifica^ao do sobrenadante, 
transferir o sedimento para uma tela com abertura 100 
mesh , depois para a tela de 200 mesh e por ultimo para a 
tela de 325 mesh (onde os ovos sao retidos). Remover o 
material retido na ultima tela, virando-a em um copo de 
sedimentagao e lavando com agua o fundo da tela pela 
face contraria onde estao os ovos. Deixar sedimentando 
novamente por 30 minutos a uma hora. Remover o so¬ 
brenadante e colocar tres mL do sedimento em tubo de 
centnfuga de 15 e 3 mL de acetato de etila, centrifugar 
por 10 minutos a 1.000 x g. Remover com cuidado o 
tampao de detritos das paredes do tubo com o auxilio 
de uma agulha histologica ou estilete fino. Pode-se usar 
um swab de algodao para remover o restante de detritos 
da parede do tubo. Cerca de um mililitro remanescen- 
te e transferido para um microotubo e acrescentado 19 
microlitros de microesferas super paramagetiticas; levar 
ao homogenizador por 30 minutos; deixar os microtubos 
em contato com o ima por tres minutos. Remover o so¬ 
brenadante ao inverter o ima com os microtubos abertos. 
Preparar laminas e analisar ao microscopio. E o metodo 
parasitologico mais sensivel para detec^ao de ovos de 
Shistosoma mansoni , alcangando 100% de sensibilidade 
com o limite de ate 1,3 ovos por grama de fezes. 

Colorapoes para o exame microscopico 
Soluqoes de iodo 

As solugoes de iodo sao utilizadas para evidenciar os 
nucleos e as estruturas internas dos cistos de protozoarios, e 
tambem para a identifica^ao de larvas de helmintos. 
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Coloraqao pela soluqao de iodo de Dobell e O'Connor 

Preparo: 

■ Iodo, cristais - 1 g 

■ Iodeto de potassio - 2 g 

■ Agua destilada-deionizada - 100 mL 

Dissolver o iodeto de potassio em agua. Adicionar os 
cristais de iodo e misturar ate completa dissolugao. Filtrar e 
armazenar em frasco cor ambar. Preparar novas solu^oes de- 
pois de 10 a 14 dias. 

Colorado pela solugao de iodo de lugol 


Preparo: 

Iodo, cristais.5 g 

Iodeto de potassio.10 g 

Agua deionizada.100 mL 


Dissolver o iodeto de potassio em agua. Adicionar os 
cristais de iodo e misturar ate completa dissolugao. Filtrar e 
armazenar em frasco cor ambar. Preparar novas solu^oes de- 
pois de 10 a 14 dias. Antes do uso, a solugao deve ser diluida 
na propor^ao de 1:5 em agua destilada-deionizada. 

Coloraqoes permanentes para protozoarios 

Coloraqao pela hematoxilina-ferrica de Heidenhain 
(Ferreira, 2003) 

A tecnica e utilizada para a identifica^ao de cistos e tro- 
fozoitos, e para confirma^ao das especies. 

Solugoes: 

a) Solu^ao de Schaudinn 

Solu^ao saturada de cloreto de mercurio em agua 


destilada.80 mL 

Alcool etilico 95% .20 mL 

Acido acetico.3 mL 

b) Solufao de iodo 

Alcool etilico 95% .98 mL 

Tintura de iodo 2% .2 mL 

c) Solufao do mordente-diferenciador 

Alumen de ferro (sulfato de amonio ferrico) ....2 g 
Agua destilada.98 mL 

d) Solu^ao de hematoxilina 

Hematoxilina .0,30 g 

Agua destilada.100 mL 


Tecnica: Em laminas limpas, preparar esfrega^os finos 
e, enquanto ainda molhados, mergulhar em solugao de 
Shaudinn por, ao menos, um minuto. Lavar as laminas 
com agua corrente tres vezes. Mergulhar as laminas em 
alcool (70% a 95%). Para remover residuos de mercurio 
remanescentes, colocar as laminas em solugao de iodo 
por um minuto, e entao em alcool (70% a 95%) por um 
minuto. Lavar em agua corrente tres vezes. Colocar as 
laminas na solugao de mordente por 30 segundos. Lavar 
com agua corrente quatro ou cinco vezes. Colocar as la¬ 


minas na solugao de coloragao por tres a cinco minutos. 
Lavar com agua corrente tres vezes. Se a diferenciagao 
for necessaria, imergir rapidamente as laminas na solu- 
£ao de mordente-diferenciador e entao lavar com agua 
corrente tres a cinco vezes. Desidratar por imersao em 
alcool (70% a 95%) por cerca de dois minutos, e entao 
em alcool 95%, e entao duas vezes em alcool absoluto 
(dois minutos cada vez). Mergulhar em xileno antes de 
montar a lamina. 

■ Observa^ao: O ultimo passo pode ser dispensado 
quando as laminas forem examinadas durante rotina 
diagnostica. Uma montagem rapida pode ser obtida 
adicionando-se uma gota de glicerina entre o esfrega^o 
e a laminula. 

Coloragao pelo tricrdmico 

A tecnica e utilizada para a identifica^ao de cistos e tro- 

fozoitos, e para confirmagao das especies. 


Corante: 

■ Chromotrope 2R.0,6 g 

■ Light green SF.0,3 g 

■ Acido fosfotungstico.0,7 g 

■ Acido acetico glacial.1 mL 

■ Agua destilada-deionizada.100 mL 


Colocar os componentes secos em um bequer e adicionar 
1 mL de acido acetico glacial. Agitar a mistura e deixar em 
repouso 30 minutos para amadurecer. Adicionar 100 mL de 
agua. O corante e estavel e nao deve ser diluido. Apresenta 
uma cor purpura forte, quase preta. 

Solugao de alcool-acido: misturar 99,5 mL de etanol 
90% e 0,5 mL de acido acetico glacial. 

■ Tecnica: as fezes preservadas em fixador SAF sao filtra- 
das em gaze dobrada duas vezes (ou em Parasitofiltro®), 
e o filtrado colocado em tubo de centrifuga de 
15 mL. Centrifugar a 500 x g por um minuto; decantar 
o sobrenadante e preparar o esfregago fecal com o 
sedimento em lamina (0,5 a 1 mL). Deixar secar. Apos, 
o esfrega^o e submetido a uma sequencia de passos para 
coloragao: alcool etilico a 70% por cinco minutos; alcool 
etilico a 70% por cinco minutos; alcool etilico a 70% por 
dois a cinco minutos; corante tricromico por 10 minutos; 
solugao alcool etilico a 90%, acidificado com solugao de 
1% de acido acetico por tres segundos; lavar com alcool 
etilico absoluto; alcool etilico absoluto por dois a cinco 
minutos; alcool etilico absoluto por dois a cinco minutos; 
Xilol ou Toluol por dois a cinco minutos; Xilol ou Toluol 
por dois a cinco minutos. Montar a lamina em balsamo 
do Canada ou resina sintetica, deixar secar e examinar ao 
microscopio optico com objetiva de imersao. 

Metodo modificado de Kinyoun a frio 

A tecnica e utilizada para colora^ao de oocistos de coc- 
cideos intestinais. Pode ser usada amostra de fezes frescas ou 
preservadas com formol a 10% ou SAF. 
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Procedi me ntos Tecnicos em Parasitologia 


Solugoes: 


a) Corante de Kinyoun 

Solugao A: Fucsina basica.4 g 

Alcool etilico 95%.20 mL 

Solugao B: Fenol fundido.8 g 

Agua destilada.10 mL 


Misturar as duas solugoes e aguardar por 24h antes do uso. 

b) Solufao acool-acido: misturar 97 mL de etanol 
95% e 3 mL acido sulfurico concentrado. 

c) Solu^ao de azul de metileno: dissolver 0,3 g de 
cloreto azul de metileno em 100 mL de etanol a 95%. 

■ Tecnica: Preparar o esfrega^o em lamina com fezes 
frescas ou preservadas e deixar secar em temperatura 
ambiente. Fixar com alcool metilico por um minuto 
e deixar novamente para secar a temperatura ambien¬ 
te. Adicionar ao esfregago o corante de Kinyoun por 
tres a cinco minutos e entao, lavar com agua corrente. 
Diferenciar com solu^ao alcool-acido por dois minutos. 
Lavar a lamina com agua corrente por alguns segundos. 
Corar o fundo com solu^ao alcoolica de azul de metile¬ 
no a 0,3% por um minuto. Apos, lavar com agua corren¬ 
te e secar a lamina a temperatura ambiente ou em estufa 
a 35 °C. Montar com resina sintetica para visualiza^ao ao 
microscopio optico com objetiva de imersao. 

Metodo do safranina modificada 

Metodo utilizado para a busca de oocistos de coccideos 
intestinais. 

Solugoes: 

a) Solu^ao aquosa de safranina a 1% 


Safranina.1 g 

Etanol.30 mL 

Agua deionizada.70 mL 


Dissolver a safranina no etanol. Adicionar o alcool aos 
poucos e, apos, adicionar a agua. Agitar durante uma hora 
(agitador magnetico). Filtrar apos 24h. 

b) Solu^ao aquosa de azul de metileno a 1%: dissol¬ 
ver 1 g de azul de metileno em 100 mL de agua 
destilada-deionizada. 

■ Tecnica: um esfregago da amostra fecal e realizado apos 
a etapa de fixagao e concentragao do sedimento. A la¬ 
mina com o esfregago e mergulhada em uma solugao 
aquosa de safranina 1% e aquecida no micro-ondas por 
30 segundos. Apos lavagem com agua corrente, o esfre- 
gago e mergulhado em solugao aquosa de azul de me¬ 
tileno a 1% e montado com resina sintetica para obser- 
vagao ao microscopio optico com objetiva de imersao. 

■ METODO DA FITA ADESIVA (GRAHAM, 1941) 

O metodo e indicado para a pesquisa de ovos e parasitos 
adultos de Enterobius vermicularis presentes nas regioes anal e 


perianal. Ocasionalmente podem ser encontrados ovos de Tae¬ 
nia spp .,Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura.A coleta do ma¬ 
terial deve ser realizada pela manha, antes de o paciente fazer 
a higiene. 

■ Tecnica: um pedago de fita adesiva transparente e fixa- 
do ao fundo de um tubo de hemolise com a parte co- 
lante voltada para fora. A prega anal do paciente e aberta 
e o lado adesivo e encostado diversas vezes na regiao 
perianal. A fita e entao colocada sobre uma lamina com 
a face gomada voltada para baixo, tomando-se o cuidado 
de estica-la bem, evitando a formagao de pregas e bolhas 
de ar. Examinar a lamina ao microscopio com aumento 
de 100X e 400 X. Se os ovos nao forem encontrados na 
regiao central da fita, deve-se examinar toda a fita adesiva. 
Pode-se usar uma espatula com a fita adesiva presa na 
extremidade da espatula (parte gomada da fita voltada 
para fora). 

■ METODO DO ACIDO ACETICO GLACIAL 

O metodo e indicado para a identifica^ao de proglotes 
de Taenia spp.. 

Metodo: em uma placa de Petri colocar a proglote 
submersa em acido acetico glacial durante 15 a 20 minutos, 
para clarificagao e dissolugao do revestimento calcario. Apos 
esse tempo, comprimi-la entre duas laminas e examinar sob 
iluminagao as ramificagoes internas da proglote. 

■ EXAME PARASITOLOGICO DO SANGUE 

A identificagao especifica dos parasitos do sangue (he- 
moparasitos) e realizada por esfregagos sanguineos delgados 
ou finos (gota estendida) e esfrega^os espessos (gota espessa) 
corados pelo metodo de Giemsa ou de Leishman. E reco- 
mendada a combinagao de ambos os esfregagos para melhores 
resultados. Tendo em vista uma parasitemia baixa e conse- 
quente resultado negativo, recomendam-se varios esfregagos, 
em intervalos de 8 a 12 horas, durante dois a tres dias. Pro- 
cedimentos de concentragao do sangue sao recomendados, 
especialmente para o isolamento e cone entrap ao de tripanos- 
somos, leishmanias e microfilarias. 

■ Esfregafo sanguineo delgado: a colheita do sangue 
deve ser feita no pico febril, por pungao da polpa do 
dedo (parasitos da malaria) ou pungao venosa, sem an- 
ticoagulante. Os esfregagos sanguineos feitos com anti- 
coagulantes devem ser confeccionados em ate 30 minu¬ 
tos, para se evitar alteragoes morfologicas dos parasitos. 
Preparar duas laminas para cada paciente. 

Os esfregagos finos devem ser fixados com metanol an¬ 
tes da coloragao. 

■ Gota espessa (metodo de Walker): baseia-se na de- 
semoglobinizagao do sangue, com a ruptura dos globu- 
los vermelhos e posterior coloragao pelo Giemsa. A gota 
espessa propicia uma concentragao 20 vezes maior que 
o esfregago fino e, portanto, maior sensibilidade na de- 


capitulo 46 


563 










Tratado de Analises Clinicas 


tec^ao dos parasitos. No entanto, para identifica^ao das 
especies do genero Plasmodium , muitas vezes e necessa- 
rio fazer o esfregago fino para estudo morfologico do 
parasito e das hemacias. 

Tecnica 

■ Colher cerca de duas gotas de sangue em lamina, por 
pungao de polpa digital, apos assepsia local com alcool 
iodado. 

■ Desfibrinar a gota de sangue com o canto de uma outra 
lamina. 

■ Deixar secar em temperatura ambiente. 

■ Corar com Giemsa. 

■ Secar. Observar com objetiva de imersao. 

Comentarios 

1. Preparar pelo menos duas gotas espessas. 

2. A densidade da gota nao pode ser muito espessa nem 
muito fina. 

3. O desfibrinamento impede a coagulagao do sangue e ga- 
rante a necessaria aderencia do sangue a lamina durante a 
colora^ao. 

4. Nunca fixe com metanol os esfregagos espessos. 

■ Corante Giemsa: deve ser preparado no dia do 
uso. Preparar uma solugao de Giemsa a 3% em 
agua tamponada destilada, pH 7,2, o qual fornece 
melhores resultados de coloragao. 

■ Colorado: corar com Giemsa durante 15 a 20 mi- 
nutos; desprezar o corante; lavar com agua destilada; 
secar e observar com objetiva de imersao. 
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O diagnostico baseado na analise dos caracteres morfo- 
logicos de alguns parasitos e o suficiente para garantir acura- 
cia. No entanto, em algumas situagoes e possivel determinar 
apenas o genero do parasito; por exemplo, no caso de in- 
fec^oes com Cryptosporidium , onde morfologicamente nao se 
pode discernir entre C. parvum, C. hominis e C.felis, cuja 
diferenciagao ao nivel de especie e um importante indica- 
dor epidemiologico. Nos casos de identifica^ao morfologica, 
muitas vezes e a experiencia do analisador que podera atestar 
a ocorrencia das diferentes especies; entretanto, mesmo con- 
tando com profissionais bem treinados, as caracteristicas mor- 
fologicas podem ter sido perdidas, seja pela administra^ao de 
farmacos, pela propria a^ao do sistema imune e consequente 
morte do parasito, ou acondicionamento das amostras. Exis- 
tem ainda certas condigoes que impossibilitarn o encontro 
do parasito nas amostras clinicas, seja pela carga parasitaria 
baixa ou intermitencia da liberagao dos estagios diagnosticos 
formas, bem como metodos de concentragao e/ou coloragao 
inadequados. 

Esses problemas podem, em parte, ser resolvidos com 
metodos indiretos de detec^ao pela sorologia, onde se inves- 
tiga por meio de metodos imunologicos a presenga de mole- 
culas de anticorpo “especificas” que sao geradas em resposta a 
infec^ao. A Tabela 47.1 apresenta os principals testes comer- 
cialmente disponiveis e suas respectivas tecnicas imunologicas 
aplicadas no diagnostico em parasitologia. 

A palavra “especificas” aqui merece ressalva. A maioria 
dos testes imunologicos sao desenvolvidos baseados na res¬ 
posta imune de individuos “sadios” e infectados, ou doentes. 
No entanto, ha que se pensar no que exatamente se define 
como individuos sadios. Na verdade, sao considerados sadios 
aqueles individuos que nao apresentam sintomas daquela 
doenga que se esta estudando/desenvolvendo o teste diag¬ 
nostico. Da mesma forma, os doentes sao aqueles que apre¬ 
sentam sintomatologia compativel ou, num panorama ideal, 
sao efetivamente diagnosticados pelo encontro das formas 
parasitarias caracteristicas e, neste caso, configuram os contro¬ 
ls positivos do teste. 

Dificilmente se leva em considera^ao o “historico imu¬ 
nologico” do individuo, ou seja, a pessoa podeja ter entrado 


em contato com determinado antigeno, produzir anticorpos, 
mas nunca ter desenvolvido sintomas. Assim, as vistas do pes- 
quisador, este individuo e considerado sadio (pois nao apre¬ 
senta sintomas), mas na verdade sua sorologia sera positiva, ja 
que seu sistema imunologico entrou de fato em contato com 
aquele patogeno. Tambem pode aparecer reagao positiva, pois 
o antigeno apresenta epitopos que sao compartilhados com 
moleculas de organismos filogeneticamente proximos. E o 
que acontece no diagnostico de algumas helmintiases, por 
exemplo a rea^ao cruzada que pode ocorrer entre toxocariase 
e estrongiloidiase. 

A resposta imunologica de um individuo pode ser dife- 
rente da de outro, e o que configura uma molecula antigeni- 
ca pode nao causar exatamante a mesma resposta em outro 
individuo, e este sera negativo no teste. Ainda, dependendo 
do formato do teste, por exemplo, testes sorologicos baseados 
na detec^ao de IgG, os achados sorologicos podem nao ser 
capazes de discriminar quando a infec^ao e passada ou ativa, 
o que pode acarretar diagnosticos inconclusivos. 

Alem disso, existe a “janela imunologica”. O tempo que 
levaria desde a exposi^ao do patogeno ate a produgao de 
anticorpos a um nivel detectavel. O que poderia levar duas a 
quatro semanas em alguns casos. Esta caracteristica dos testes 
imunologicos apresenta uma limitagao muito grande para 
o diagnostico, principalmente em infec^oes agudas, preju- 
dicando o tratamento, e/ou em situagoes de transplante de 
orgaos ou transfusoes sanguineas, em que o patogeno pode 
ser transmitido para outro individuo sem nem mesmo ter 
tido tempo de provocar a reagao imunologica (detectavel) 
no doador. 

O uso da biologia molecular trouxe avangos, nesse sen- 
tido, para o diagnostico laboratorial, principalmente com 
tecnicas de amplificagao de DNA, detec^ao de antigenos cir¬ 
culates utilizando anticorpos monoclonais, testes diagnos¬ 
ticos desenvolvidos com proteinas recombinantes e, ainda, a 
possibilidade de se empregar plataformas multiplas para diag¬ 
nostico concomitante. Inicialmente eram restritas aos centros 
de pesquisa, mas hoje fazem parte das rotinas de triagem de 
bolsas de sangue e comegam a ganhar espago em laboratories 
de rotina clinica. 
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Tabela 47.1 Principals testes disponfveis para o diagnostico imunologico em parasitologia. 


Organismo/infecgao 

Nome do teste/local 

Tipo de teste 

Angiostrongiliases 

Angiostrongylus IgG/PUCRS 

ELISAAA/B 

Cisticercose 

Cisticercose-Quantitativa IgG/IgM 

ELISA 

Neurocisticercose no liquor-IgG 

ELISAAA/B 


Crypto CELISA 

EIA 


PARA-TECT™ Cryptosporidium Antigen 96 

EIA 


ProSpecT Rapid 

EIA 

Cryptosporidium spp. 

ProSpecT 

EIA 

Cryptosporidium 

EIA 


Cryptosporidium 

EIA 


Crypto CEL 

IFA 


XPect Crypto 

Rapid 


PARA-TECT™ Cryptosporidium/ Giardia DFA75 

DFA 


Giardia/Cryptosporidium QUIKCHEK 

Rapid 


Merifluor 

DFA 

Cryptosporidium spp ./Giardia duodenal is 

ProSpecT 

EIA 

Crypto/Giardia CEL 

IFA 


ColorPAC* 

Rapid 


ImmunoCard STAT!* 

Rapid 


Xpect 

Rapid 

Cryptosporidium spp ./Giardia duodenalis/ 

Tri-Combo Parasite Screen 

ELISA 

Entamoeba histolytica/dispar 

Alere Triage® Micro Parasite Panel 

Rapid 

Echinococcus granulosus 

Echinococcus, Anticorpo IgG-soro 

ELISAAA/B 


Entamoeba CELISA 

EIA 

Entamoeba histolytica 

E. histolytica 

EIA 


E. histolytica II 

EIA 

Entamoeba histolytica/E. dispar 

ProSpecT 

EIA 

E. histolytica QUIKCHEK™ 

Rapid EIA 


Giardia CELISA 

ELISA 

Giardia duodenalis 

PARA-TECT™ Giardia Antigen 96 

EIA 

ProSpecT 

EIA 


Giardia II 

EIA 
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Tabela 47.1 Principals testes disponfveis para o diagnostico imunologico em parasitologia. 

{Continua^ao) 

Organismo/infecgao 

Nome do teste/local 

Tipo de teste 


Giardia 

EIA 


GiardiaEIA 

EIA 

Giardia duodenalis 

Giardia CEL 

IFA 


ProSpecT 

Rapid 


Simple-Read Giardia 

Rapid 

Leishmaniose 

Leishmania, Anticorpo IgG-soro 

IFA 


Quantimal™ pLDH Malaria CELISA 

Rapid 


BinaxNOW® Malaria Test 

EIA 


Malaria-Ag 

EIA 


OptiMal 

Rapid 

Malaria 

MAKROmed malaria test 

Rapid 


Paracheck Pf 

Rapid 


Visitect Malaria Pf 

Rapid 


Malaria Antigen (HRP2) CELISA 

EIA 


Malaria IFA Screen QUEST 

IFA 

Toxocarfase 

Toxocara IgG CELISA 

EIA 

Toxocara canis, Anticorpo IgG 

ELISA 

Toxoplasma gondii 

Anti-Toxoplasma IgG/IgM 

IFA/Qml 

Avidez de igg/toxoplasmose 

EIA 

Trichomonas vaginalis 

T. Vag 

DFA 

Qu ik-Trich 

LA 

Trypanosoma cruzi 

T. cruzi IgG CELISA 

EIA 

Chagas IgG/IgM 

IFA 

Schistosoma mansoni 

POC-CCA 

Rapid 

Anticorpo-AntilgG 

ELISA 

Strongyloides stercoralis 

Strongyloides stercoralis, Anticorpo IgG 

EIA 


ICT Filariasis 

Rapid 

Wuchereria bancrofti 

Tropbio Og4C3 Filariasis Antigen 

ELISA 

Filariasis Ag-CELISA 

EIA 


Filariasis Antibody (Bm14) CELISA 

EIA 


EIA - Enzyme immunoassay; IFA - Immunofluorescence Antibody Assay; DFA - Direct fluorescent antibody; Qml - quimiluminescencia; 
Rapid - Immunochromatographic test; WB - Western Blot. 

Fonte: Adaptada de CDC.gov. 
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■ ELISA - (tENZYME LINKED 
IMMUNOSORBENT ASS A Y) 

O exame de Elisa e uma tecnica muito utilizada, que pode 
ser aplicada para detecgao de antigenos ou de anticorpos pre¬ 
serves na amostra clinica. A tecnica baseia-se na adsor^ao da 
molecula alvo, podendo ser um antigeno especifico ou um an- 
ticorpo, em pogos de reagao de uma placa de poliestireno onde 
e aplicada a amostra clinica. A molecula complementar ao alvo 
(imunoglobulina, no caso de ter sido adsorvido o antigeno) ou 
antigeno (no caso de ter sido adsorvido um anticorpo) liga- 
-se de forma covalente e nao sera mais desligada. Usa-se, en- 
tao, para revelar a ligagao, uma molecula especifica que tenha 
afmidade apenas para aquela molecula que estava presente na 
amostra clinica e que foi capturada na primeira reagao, e. Essa 
molecula frequentemente e um anti-anticorpo conjugado a 
uma enzima, como a peroxidase ou fosfatase alcalina, que tern 
atividade enzimatica sobre um substrato que possa servir como 
indicador da reagao. Esse anticorpo e normalmente uma mo¬ 
lecula de imunoglobulina produzida em animal de laborato¬ 
ry que reconhece a porgao conservada do anticorpo humano 
(porgao “Fc”) (chamado de anticorpo secundario). Assim, nao 
importa a regiao hipervariavel da imunoglobulina (que e es¬ 
pecifica ao alvo do teste); qualquer que seja o alvo, a molecula 
de imunoglobulina tera sempre a mesma regiao conservada e 
esta sera reconhecida pelo anticorpo secundario conjugado a 
uma enzima. O uso de um anticorpo conjugado a uma enzima 
e que da o nome a tecnica, isto e, enzyme linked immunosorbent 
assay (ensaio de enzima ligada a um reagente imunoezimatico). 
Apos a ligagao do anticorpo conjugado a enzima, a mesma 
sera capaz de agir sobre um substrato especifico, que sera adi- 
cionado entao a placa de Elisa. Como esta esta ligada especi- 
ficamente ao anticorpo secundario e este so estara na amostra 
se o anticorpo primario (amostra clinica) tiver reconhecido a 
molecula alvo, so sera considerada positiva a ligagao em que a 
atividade enzimatica e observada. 

Os ensaios de Elisa sao uteis tambem para quantificagao da 
reagaoja que sao usados espectrofotometros capazes de detectar 
diferengas de absorbancia gerados entre o limiar de detecgao dos 
controles negativos e de especificidade ( cut-off j. De modo que 
o resultado e representado em numeros maiores ou menores 
“que”, assim, titulos altos sao relacionados com a quantidade de 
imunoglobulinas e/ou antigenos presentes na amostra. 

■ WESTERN-BLOT-WB 

O WB e uma tecnica muito semelhante ao Elisa ; utiliza o 
mesmo principio imunoenzimatico, porem as moleculas alvo 
sao inicialmente separadas por eletroforese em gel de poliacri- 
lamida com base nos seus respectivos pesos moleculares e, pos- 
teriormente, transferidas para uma membrana de nitrocelulose 
ou de fluoreto de polivinilideno. Neste caso, nao sera utilizado 
espectrofotometro para leitura da reagao colorimetrica, e sim a 
posigao especifica de onde ocorreu a reagao de cor. A posigao 
especifica da molecula na membrana, que se apresenta na forma 
de uma banda, corresponde ao respectivo peso molecular do 
antigeno identificado. Assim, mesmo que haja ligagao inespeci- 


fica ao antigeno (em regioes, bandas diferentes) apenas uma ou, 
as vezes, algumas bandas sao aquelas consideradas diagnosticas. 
No caso da necessidade de quantificagao, sao necessarios con¬ 
troles internos de expressao genica para correlagao, bem como 
equipamentos sensiveis de analise fotometrica. 

A vantagem do WB e a especificidade. Um determinado 
antigeno pode apresentar sensibilidade alta quando utilizado 
em Elisa, porem baixa especificidade se o reconhecimento 
pela imunoglobulina acontecer em qualquer parte da mole- 
cula.Ja no WB, mesmo que haja reconhecimento inespecifico 
em outras regioes do antigeno, isto e, outras bandas separadas 
pelos seus respectivos pesos moleculares, sera reconhecida a 
por^ao da molecula que e a diagnostica. Ou seja, somente 
quando esta porgao for reconhecida a amostra sera conside¬ 
rada positiva, mesmo que tenha havido reconhecimento em 
outras partes inespecificas (Figura 47.1). 


M 1 2 3 4 



Figura 47.1 Western blot evidenciando banda especifica para o 
diagnostico (flecha) e bandas inespecificas em amostra clinica (chaves). 

M: marcador de massa molecular em kDa; 1-amostra negativa; 2- controle 
positivo; 3- amostra clinica positiva com marca<;6es inespecificas e 
4- amostra clinica negativa com marca<;6es inespecificas. 
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■ PCR 

A PCR ( Polymerase Chain Reaction) tem sido aplicada 
no diagnostico de muitas infecqoes parasitarias, a partir de 
amostras biologicas variadas, desde fezes, urina, sangue, liquor, 
secregoes, tecido etc. E uma tecnica in vitro que aproveita as 
propriedades de replicagao celular para amplificar (aumen- 
tar) a quantidade de DNA (ou RNA) especificos em uma 
dada amostra. As condiqoes metodologicas variam de acordo 
com a sequencia alvo (molde) e podem incluir uma ou mais 
reagoes subsequentes (Nested-PCR). Utiliza como alvo fre- 
quentemente sequencias do DNA ribossomal ou genes mi- 
tocondriais que possuam caracteristicas discriminativas entre 
especies. O grande desafio para que a PCR seja especifica 
e a escolha/desenho dos iniciadores de rea^ao, ou primers. 
Os primers sao moleculas de DNA de fita unica sintetizadas 
em laboratorio que podem conter entre 15 e 22 nucleoti- 
deos complementares a uma regiao especifica de um gene ou 
um segmento de acido nucleico presente no genoma de um 
organismo. Essas regioes complementares aos primers sao os 
alvos geneticos que se tem interesse em amplificar. 

A sequencia do primer e importante, porque, se esta nao 
for especifica, ou seja, nao reconhecer apenas a sequencia 
alvo, ela podera gerar resultados falso-positivos. Um exemplo 
seria a utilizaqao de uma sequencia de DNA que amplifique 
um gene, ou parte dele, como a actina, que e uma proteina de 
citoesqueleto comum a todas as celulas de eucariotos e que 
tem sequencias bem conservadas entre diferentes organismos. 
Assim, virtualmente, qualquer DNA presente na amostra po- 
deria ser amplificado, inclusive do proprio paciente. Portanto, 
para o laboratorio que esteja interessado em implementar na 
rotina um novo exame de PCR, e muito importante que se 
avalie como o teste foi desenvolvido e se o teste foi avaliado 
com um numero apropriado de controles com alta diversi- 
dade que proporcione a determinaqao de certos parametros 
de performance do teste, como a sensibilidade e especificidade. 

A tecnica de PCR ja foi proposta para o diagnostico 
de muitas parasitoses, de tal forma que e possivel encontrar 
proposigoes de primers e protocolos diferentes para identifica- 
qao de um mesmo parasito. E importante observarmos quais 
desses testes ja foram utilizados na rotina clinica. A Tabela 
47.2 apresenta exemplos de testes utilizados e/ou reconhe- 
cidos pelo Centro de Diagnostico e Controle de Doenqas 
dos Estados Uni dos (Centers for Disease Control and Prevention 
- CDC). 

No diagnostico de malaria, por exemplo, a PCR pos- 
sibilitou a identificaqao distinta das especies de Plasmodium 
associadas a malaria humana em varias situagoes que limitam 
o uso da microscopia: 1 - nos casos em que ha baixa carga pa- 
rasitaria; 2 - nos casos em que as caracteristicas morfologicas 
das especies se sobrepoem, especialmente nas infecqoes de P 
vivax e P ovale ; 3 - nos casos de infecqoes mistas. As especies 
sao reconhecidas pelo tamanho do produto de PCR ampli¬ 
ficado, visualizado em um gel de agarose 2%, sendo P vivax 
120 pb ; P malariae 144 pb; P falciparum 205 pb; e P ovale 800 
pb (CDC.gov/dpdx/malaria). 


Tabela 47.2 Principals parasitoses e testes moleculares 
disponfveis. 

Teste 

Fezes 

Sangue 

Liquor 

Tecido 

PCR convencional 

i; 8 

3; 7; 10 

5; 9 

6; 2 

PCR de tempo real 

8 

10 

5; 4 

4 

LAmp 

1 




Chip-casset 


1 



Hibridizagao in situ 




2 


1 - Esquistossomose; 2 - Leishmaniose; 3 - Babesiose; 4 - Amebas; 

5 - Angiostrongylus cantonensis; 6 - Angiostrongylus costaricensis', 7 - 
Chagas; 8 - Criptosporidiose; 9 - Cisticercose; 10 - Malaria. 

Fonte: Acervo dos autores. 

■ PCR DE TEMPO REAL (REAL-TIME PCR) 

Nesse procedimento, o material genetico utilizado pode 
ser DNA ou RNA, e se baseia na mediqao em tempo real de 
fluorescencia a cada ciclo de amplificaqao, o que permite obter 
resultados quantitativos relativos a um padrao previamente es- 
tabelecido. Ja foram desenvolvidas diferentes tecnologias para a 
detecgao de amplificaqao de DNA em tempo real, dentre elas 
se destacam duas tecnologias largamente utilizadas: 

1. SYBR Green: nessa tecnologia utiliza-se um corante 
assimetrico de cianina, o SYBR Green (N’,N’-dimethyl- 
N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-ylidene) 
methyl] -1 -phenylquinolin-1 -ium-2-yl] -N-propylpro- 
pane-1,3-diamine), que naturalmente se incorpora as fi- 
tas duplas de acidos nucleicos, e muito fracamente as fitas 
simples. O complexo acido nucleico-corante resultante 
absorve a luz azul em 497 nm e emite luz verde fluo- 
rescente a 520 nm. Assim, a cada ciclo de amplificagao 
da PCR existe a medigao, em tempo real, do nivel de 
fluorescencia em escala exponencial, ate que se atinja o 
nivel maximo, chamado de plato. O nivel de fluorescen¬ 
cia correspondent a quantidade de acido nucleico am¬ 
plificado, nesse caso DNA, em cada ciclo. De tal forma 
que, quanto menos fragmentos de acido nucleico forem 
amplificados a partir do “ template ” inicial, mais ciclos sao 
necessarios para atingir o plato. Quanto mais DNA ini¬ 
cial, mais rapido o plato e atingido. A desvantagem dessa 
tecnologia e que as moleculas SYBR Green se interca- 
lam entre qualquer molecula de DNA em formato de 
fita dupla. Assim, da mesma forma que essas moleculas 
sao incorporadas pelos produtos de interesse, sao tambem 
incorporadas e produzem sinal de fluorescencia quando 
se formam dimeros de primers ou produtos de amplifi- 
cagao espuria. Em contrapartida, a metodologia preve a 
analise do ponto de fusao (Melting Point Analyses) dos 
amplicons , que seria o momento em que as fitas de DNA 
desnaturam, pelo uso de temperatura alta, e se tornam fi¬ 
tas simples, consequentemente o intercalante se despren- 
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de e a fluorescencia diminui gradativamente, em fungao 
da dissociagao do DNA, ate que a fluorescencia nao seja 
mais observada. Em seguida, num processo reverso, o 
sistema reduz a temperatura lentamente, promovendo o 
reanelamento das fitas simples dos amplicons promovendo, 
assim, o restabelecimento da fluorescencia. Dessa forma, 
o sistema calcula a temperatura media de fusao dos am¬ 
plicons e essa temperatura e usada para confirmar se um 
determinado amplicon corresponde ao produto desejado 
ou e espurio. A escolha de primers que nao tenham a 
tendencia de formar dimeros ou estruturas secundarias 
complexas e fator de extrema importancia no desenvol- 
vimento de um teste de PCR de tempo real utilizando 
SYBR Green. Alem disso, deve-se criar um sistema de 
referenda da temperatura de fusao dos amplicons de cada 
organismo. 

2. TaqMan®: e uma tecnologia comercializada pela Applied 
Biossystem, pela qual o DNA molde e amplificado usando 
os primers, mas que tambem inclui uma sonda especifica 
chamada sonda de TaqMan, que contem um fluorocro- 
mo na extremidade 5’ e um “quencher” na extremidade 
3’ desta mesma sonda. O “quencher” inibe a produgao 
de fluorescencia pelo fluorocromo enquanto a sonda de 
TaqMan estiver intacta. No processo de amplifica^ao, a 
sonda de TaqMan hibridiza na sequencia alvo a logo a 
segui os primers iao anelar nas suas respectivas posi^oes 
na fita dupla de DNA. Na proxima etapa, a Taq poli- 
merase inicia a extensao de um dos primers e encontra 
a sonda de TaqMan hibridizada. A Taq polimerase, com 
sua atividade de exonuclease, hidrolisa a sonda, clivando 
inicialmente a extremidade 5’, que contem o fluorocro¬ 
mo. Assim, o fluorocromo se distancia do “quencher” e 
produz fluorescencia. Os fragmentos de DNA sao ampli- 
ficados, e esses “ amplicons ” servirao de template para dar 
continuidade ao aumento exponencial dos fragmentos 
de DNA. O nivel da fluorescencia aumenta em fungao 
da quantidade de sondas hidrolisadas a cada ciclo du¬ 
rante a produgao dos amplicons. Essa metodologia con- 
fere maior acuracia ao resultado, uma vez que somente 
sera obtida fluorescencia se a sonda hibridizar ao DNA 
alvo especifico e os primers anelarem nas regioes com- 
plementares especificas. No entanto, o correto desenho 
dos primers e da sonda de TaqMan e fundamental para 
que nao haja reagao cruzada com outras moleculas de 
DNA que possam conter residuos de nucleotideos se- 
melhantes. Embora a utiliza^ao dos primers genericos e 
sondas de TaqMan especificas normalmente produzam 
resultados satisfatorios, o nivel de especificidade torna-se 
extremamente alto quando primers e sondas especificos 
sao utilizados. Uma grande vantagem dessa tecnica e a 
possibilidade da PCR de tempo real multiplex, que se 
baseia na utilizagao de diferentes fluoroforos, que emi- 
tem fluorescencia em comprimentos de onda distintos, 
acoplados a sondas diferentes, especificas para diferentes 
patogenos. Assim e possivel realizar em apenas um exame 
a investigagao de multiplas infec^oes, basta inserir sondas 


especificas ao patogeno com fluorocromos com carate- 
risticas diferentes. O resultado do exame fundamenta-se 
no espectro da fluorescencia onde houve amplificagao, a 
qual corresponde a sonda especifica que deve hibridizar 
com o DNA do patogeno especifico. 

Existem outras metodologias que tambem utilizam son¬ 
das especificas para a amplificagao do DNA alvo, porem a 
tecnologia de liberagao do fluoroforo e diferente, como os 
sistemas Beacons e Scorpions, no entanto estes nao sao muito 
utilizados. 

■ LAMP - LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL 
AMPLIFICATION 

A amplificagao isotermica mediada por um lago, do 
ingles Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) e uma 
tecnica altamente especifica e sensivel, capaz de discriminar 
apenas um nucleotideo. E caracterizada pelo uso de seis pri¬ 
mers diferentes especificamente desenhados para reconhecer 
oito regioes distintas de um gene alvo. Diferente da PCR, 
essa tecnica utiliza uma enzima DNA polimerase que atua 
em temperatura entre 60 °C e 65 °C para a produgao dos 
produtos de amplifica^ao, isso traz uma grande vantagem, 
pois se elimina a necessidade do uso de termocicladores, es- 
pecialmente em estudos de campo ou em laboratories des- 
providos deste equipamento. Alem dessa vantagem, neste 
metodo e possivel observar o resultado a olho nu, isso se deve 
ao fato de que, durante a incorporagao dos nucleotideos pela 
DNA polimerase, ocorre a liberagao de ions pirofosfato. Isso 
culmina no acumulo de precipitados esbranquigados no tubo, 
o que aumenta a turbidez da amostra e, assim, esta e classifica- 
da como positiva. Essa tecnica vem sendo desenvolvida para o 
diagnostico de algumas infec^oes parasitarias, tais como ma¬ 
laria, babesiose, Chagas, criptosporidiose, amebiase, teniase e 
esquistossomose. 

■ SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAgAO 
(NEXT-GENERATION SEQUENCING - NGS) 

O sequenciamento de nova geragao e uma tecnologia 
que se baseia no sequenciamento direto do material geno- 
mico existente em uma amostra, sem que haja amplificagao 
previa do DNA alvo. Inicialmente conhecida como sequen¬ 
ciamento massivo ou sequenciamento paralelo, essa tecnolo¬ 
gia tern se disseminado mundiamente para sequenciamento 
genomico, principalmente de agentes virais e bacterianos. As 
tecnicas mais utilizadas de NGS se baseiam na fragmenta- 
gao do DNA genomico com posterior liga^ao de fragmentos 
curtos de fita unica de DNA, chamados de adaptadores nas 
extremidades. Esses adaptadores sao sintetizados em labora- 
torio e suas sequencias sao conhecidas. O sequenciamento 
paralelo se inicia atraves desses adaptadores e, com isso, nao 
e necessario ter informagao previa do DNA ou material nu- 
cleico a ser sequenciado. O sequenciamento dos fragmentos 
de DNA ocorre de forma massiva, gerando milhoes de se- 
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quencias que serao analisadas em programas especificos de 
bioinformatica. 

Dessa maneira, e possivel detectar o DNA alvo e os con- 
taminantes em uma mesma reagao de sequenciamento, de 
forma paralela e simultanea. Pode-se, no entanto, utilizar a 
PCR para obter amplifica^oes genericas abrangentes a va- 
rios grupos taxonomicos, como as sequencias de DNA ri- 
bossomal de procariotos (16S) ou de eucariotos (18S), ou 
de genes mitocondriais, como o citocromo-c-oxidase, dentre 
outros. Esses amplicons podem ser sequenciados paralelamente 
e separados com aplicagoes de bioinformatica. O uso dessa 
tecnologia possibilita uma analise global de todo e qualquer 
grupo taxonomico presente em uma mesma amostra. E mui- 
to utilizada em estudos de metagenomica para identificagao 
de comunidades microbianas e faunisticas de solo, residuos 
industrials e recursos hidricos. 

A utilizagao dessa tecnologia ainda tern a sua aplicagao 
muito limitada no diagnostico de doengas infecciosas. Em 
alguns casos ja utilizaram a metodologia, principalmente em 
pacientes cujo diagnostico laboratorial comum nao chegou a 
resultados conclusivos. Ainda e uma tecnologia que deman da 
custo elevado e profissionais capacitados, mas sem duvida, em 
um futuro proximo, tornara a maioria dos testes moleculares 
atuais obsoletos. 

■ PROTEOMICA 

A proteomica e uma tecnica que permite o estudo global 
de todas as proteinas presentes em uma amostra. Inicialmente, 
a separagao por eletroforese de duas dimensoes (2D), que uti- 
liza propriedades fisico-quimicas para separa^ao de proteinas 
na primeira dimensao e separagao por massas moleculares, na 
segunda, em gel de poliacrilamida, teve um papel importante 
para os estudos iniciais de proteomica, onde era possivel ana- 
lisar proteinas totais em amostras distintas. No entanto, uma 
limita^ao importante e a sensibilidade; na 2D estima-se que 
seja possivel visualizar apenas cerca de 10% da condigao geral 
da expressao proteica em dado momento celular. 

Mais tarde, as proteinas resolvidas pelo 2D podem ser 
removidas do gel e levadas a equipamentos sensiveis, capa- 
zes de detectar as massas de peptideos gerados a partir das 
proteinas, sao os espectrometros de massas. Avangos nesses 
equipamentos permitiram que as analises atingissem o nivel 
de sensibilidade a menos de um Daltone tambem a injegao 
direta da amostra sem a necessidade de separagao inicial pelo 
2D. As analises por espectrometria preveem a fragmentagao 
de proteinas em peptideos, utilizando proteases especificas, e 
a posterior energizagao dos mesmos por ionizagao. Os pep¬ 
tideos ionizados sao langados em um tubo de vacuo, onde se 
locomoverao em diregao a um detector. O tempo que cada 
peptideo leva para atingir o detector e chamado de “tempo 
de voo” e e de onde se calcula e e gerado o espectro corres- 
pondente a cada peptideo. O espectro e expresso em massa/ 
carga (M/Z). Apos a geragao dos espectros, e possivel sele- 
cionar peptideos para consequente identificagao da ordem 
sequencial dos aminoacidos presentes no peptideo e, poste- 


riormente, a identifica^ao da proteina. Para tanto, sao neces- 
sarios equipamentos dotados de camaras de colisao onde e 
injetado um gas neutro. Os peptideos sofrerao alta fragmenta- 
gao e tambem terao sua massa medida, assim e possivel chegar 
a sequencia ao nivel de aminoacidos. 

Dois tipos de analise podem ser feitos com os resultados 
dos espectrometros de massas. No primeiro, quando se tern 
apenas os perfis das massas dos peptideos, sao utilizados ban- 
cos de dados de “fingerprinting” ou seja, uma especie de iden- 
tidade que cada proteina tera ao ser clivada com proteases 
especificas. As massas de cada peptideo gerado pela clivagem 
da enzima serao sempre as mesmas. As massas dos peptideos 
sao, entao, depositadas em bancos publicos de dados, que ser- 
virao para comparagao das massas de peptideos obtidos pelo 
espectrometro de massas, identificando-se a proteina por 
comparagao das massas dos peptideos. O grande limitante 
nessas analises sao os bancos de dados disponiveis; se uma 
dada sequencia nao tiver sido nunca depositada em bancos de 
dados, sera muito dificil identifica-la. Quando os peptideos 
sao langados na camara de colisao, ocorre a fragmentagao 
dos peptideos, e estes sao novamente fragmentados, porem 
em peptideos ainda menores ou ate aminoacidos. Neste caso, 
a identifica^ao da proteina e baseada na similaridade da se¬ 
quencia com dados genomicos depositados em bancos pu¬ 
blicos tambem. 

Os principals equipamentos atualmente utilizados sao 
MALDI-TOF MS/MS (. Matrix Assisted Laser Desorption Ion¬ 
ization - Time Of Flight - Mass Spectrometry ), SELDI-TOF 
MS ( Surface Enhanced Laser Desorption Ionization Time Of 
Flight — Mass Spectrometry ), LC-MS-MS ( Liquid chromatogra¬ 
phy — mass spectrometry ). 

Algumas tentativas de utilizagao dessa tecnologia para 
aplica^ao clinica tem-se focado na investigagao do perfil 
proteico de amostras provenientes de individuos infectados 
versus o perfil de amostras provenientes de individuos nao 
infectados, chamadas assim de biomarcadores. Nas infec^oes 
parasitarias, sua utilizagao ainda e muito timida, porem alguns 
estudos ja foram realizados em cisticercose, tripanossomia- 
se africana, fasciolose e doenga de Chagas, onde foi possivel 
tragar um perfil proteico diferente em individuos infectados. 
No entanto, nao sao ainda testes utilizados na rotina clinica, 
devido ao alto custo e ainda demandarem validagao tecnica. 
Mas sao muito uteis na descoberta de novos alvos para o de- 
senvolvimento de testes diagnosticos. 
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■ INTRODUgAO 

As parasitoses apresentam peculiaridades clinicas e epide- 
miologicas diversas e atingem, principalmente, individuos de 
maior vulnerabilidade social, implicando um grave problema 
de saude publica por causarem morbimortalidade derivada de 
desequilibrios nutricional e cognitivo. 

Em areas onde o acesso a servigos de saude e as condi- 
goes de saneamento basico ainda sao deficientes, a Organi- 
za^ao Mundial da Saude (OMS) recomenda o tratamento 
preventivo coletivo para helmintiases, que deve ser precedido 
de atividades educativas, respeitando o direito do individuo 
de participar ou nao do tratamento. 

Em situates diversas a citada, o diagnostico das parasi¬ 
toses deve ser processado em um laboratorio de parasitologia 
clinica, por meio de tecnicas tradicionais de concentragao e 
coloragao sob microscopia, ensaios imunologicos e molecu- 
lares, entre outras, as quais permitem a prescrigao do trata¬ 
mento adequado para a parasitose detectada. 

O laboratorio de parasitologia clinica realiza os exames 
que contemplam a pesquisa de enteroparasitas, hemoparasitas 
e ectoparasitas. A detec^ao microscopica e identificagao mor- 
fologica de parasitas em amostras biologicas sao as mais uti- 
lizadas no diagnostico laboratorial das infec^oes parasitarias. 
As limita^oes dos metodos tradicionais se devem a capaci- 
tagao e habilidade do microscopista, ao tempo exigido para 
sua realizagao, assim como a baixa sensibilidade, que pode 
ser otimizada por processamento, em serie, de diferentes 
tecnicas. Essas tecnicas sao extremamente dependentes de 
variaveis como densidade da infec^ao, metodologia aplica- 
da, manutengao e calibra^ao de equipamentos empregados, 
validagao de reagentes, treinamento e conhecimento dos 
operadores. Em contrapartida, sao simples, de baixo custo 
e elevada especificidade. Quanto aos ensaios imunologicos 
para detec^ao de antigenos, estes sao rapidos e de facil ma- 
nuseio, mas a disponibilidade comercial se restringe a pou- 
cos parasitas. O diagnostico por tecnicas de amplifica^ao de 
acidos nucleicos e por citometria de fluxo e ainda muito 
pouco utilizado para a rotina laboratorial, mas promissor, 
principalmente, para a detecgao de infecgoes assintomaticas 
e com baixa carga parasitaria. 


Para alcangar o nivel de qualidade desejado, no entanto, 
o laboratorio requer identifica^ao, coleta, preservagao e trans¬ 
pose adequados das amostras, pois a interpretagao dos resul- 
tados depende da qualidade da amostra submetida a analise e 
de microscopistas treinados para avaliar as diferentes formas 
evolutivas dos parasitos e as metodologias mais adequadas. 

Os laboratories clinicos, incluindo o de parasitologia, 
respondem por 60% a 70% das decisoes clinicas sobre seus 
pacientes, razao imperativa para que produzam resultados 
tecnicamente validos, ou seja, com garantia de precisao e 
exatidao derivada de um processo que possui qualidade co- 
nhecida, comprovada e em conformidade com os mais altos 
padroes.A obrigatoriedade de melhoras continuas exercidas 
pelos laboratories clinicos tende a oferecer melhor atendi- 
mento e laudos mais precisos e exatos, necessarios a auxiliar 
a decisao medica, evitando, portanto, aumentar riscos ao pa- 
ciente, assim como diminuir sua permanencia em estado de 
consultas ou doenga. 

■ SISTEMA DA QUALIDADE EM 
LABORATORIOS CLINICOS 
Historico 

Qualidade, conceito incorporado a produ^ao industrial 
na decada de 1920, era gerencial e se baseava na inspe^ao final 
do produto para que o defeituoso nao chegasse ao consumi- 
dor; esse processo implicava perda total do produto, e maior 
custo, por consequencia de uma avaliagao tardia. Nas decadas 
de 1930 e 1940, a variabilidade na produgao passou a ser con- 
siderada uma consequencia natural. Com o desenvolvimento 
industrial, a ausencia de defeitos era uma meta a ser alcan^ada 
em razao da satisfa^ao do cliente, e para isso foi adotado o 
controle de processo com introdugao de tecnicas estatisticas. 
Assim, em 1951, Joseph Juran aborda os custos da qualidade 
em evitaveis e inevitaveis, associados a redu^ao e a prevengao 
de defeitos, respectivamente. 

Em 1947, nos EUA, um pool de soro humano foi uti¬ 
lizado para comparar as analises de um grupo de laborato¬ 
ries. O controle interno, em 1950, e aprimorado por Levey 
e Jennings, com representa^ao grafica dos valores diarios, e 
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nas organizagoes surge o conceito de garantia da qualidade, 
preocupando-se tanto com o produto como com os proces- 
sos produtivos. 

No Brasil, nas decadas de 1970 e 1980, foram introduzidos 
dois programas de controle da qualidade em lab oratorio clini- 
co: o Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ) 
pela Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC), e o de 
Proficiencia em Ensaios Laboratoriais (PELM) pela Sociedade 
Brasileira de Patologia Clinica (SBPC). 

Em meados de 1990, o Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI/NCCLS) criou um documento normativo 
de sistema da qualidade para laboratories clinicos, publicado 
como GP26-P (NCCLS; 1988) a partir de dez instru^oes 
(Quality System Essentials - QSEs) publicadas pela American 
Association of Bloods Banks (AABB), contendo muitos re- 
querimentos desenvolvidos pelas instituigoes Clinical Labo¬ 
ratory Improvement Amendments of 1988 (CLIA 88), Joint 
Commission on Accreditation of Healthcare Organizations 
(JCAHO) e College of American Pathologists (CAP). 

Em 1998 foi criado e disponibilizado pela SB AC o Pro¬ 
grama de Acreditagao do Departamento de Inspegao e Cre- 
denciamento da Qualidade (DICQ), embasado na ISO 9000, 
ISO/TC 212 e NBR 14500. No mesmo ano, a Socieda¬ 
de Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial 
(SBPC/ML) disponibiliza o Programa de Acreditagao de La¬ 
boratories Clinicos (PALC), criado a partir do consenso de 
especialistas brasileiros, da literatura cientifica e de normas 
nacionais e internacionais, tais como Boas Praticas para La¬ 
boratories Clinicos (BPLC), do Brasil; International Organi¬ 
zation for Standardization (ISO), CAP e CLSI, dos Estados 
Unidos. Ambos os programas, em versoes posteriores, inclui- 
ram aspectos da RDC 302, NR-32 e RDC 306 (Brasil). 

Em abril de 1999, em Estocolmo, na Suecia, a Inter¬ 
national Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), a 
International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) e a 
OMS promoveram uma conferencia inter nacional para dis- 
cutir especificagoes da qualidade em Medicina Laboratorial, 
que reuniu 27 paises e resultou em Consenso de hierarqui- 
zagao de especificagoes da qualidade, de acordo com o grau 
de atendimento aos requisitos clinicos (Figura 48.1). E reco- 
mendavel que o modelo escolhido atenda a estrategia de mais 
elevada posigao hierarquica. 

Sistemas de qualidade tern sido implantados em servi- 
gos de assistencia a saude, tanto publicos como privados, in- 
cluindo laboratories clinicos, e em atendimento as normas, 
diretrizes e legislates vigentes. Entende-se por sistema da 
qualidade a estrutura organizacional, os procedimentos, as 
responsabilidades, os processos e os recursos necessarios para 
implementar a gestao da qualidade. A gestao da qualidade to¬ 
tal acrescenta a esses conceitos uma estrategia de gestao glo¬ 
bal e de longo prazo, bem como a participa^ao de todos os 
membros da organizagao em beneficio dela propria, dos seus 
membros, dos clientes e da sociedade como um todo. 

Essa implanta^ao implica estabelecer objetivos da quali¬ 
dade, que devem ser mensuraveis e coerentes com a politica 
de qualidade, e enfatizados nas diferentes fases do processo, 



• Dados de controle de qualidade externo 
• Dados de literatura 


Figura 48.1 A hierarquia Estocolmo de metas de qualidade 
analitica. 

Fonte: Adaptada de Sikaris, 2012. 

em associa^ao com a aplicagao das Boas Praticas em Labora¬ 
tories Clinicos (BPLC).Esse direcionamento implica efetiva- 
gao da qualidade de servigos e consequente reconhecimento 
e confianga dos clientes, assim como maior competitividade 
de mercado. Atualmente conhecimentos sobre organizagao 
e gerencia sao requeridos em busca de aprimoramento de 
um arranjo conceitual associado a um conjunto de tecnicas e 
conhecimentos, marcados por um forte perfil disciplinar, uma 
vez que, para Deming (1982), Crosby (1979) e Juran (1974), 
a maioria dos problemas da qualidade de uma organizagao e 
causada por seus dirigentes, e nao pelos colaboradores. Por 
ser um processo de mudanga organizacional, a integridade 
do sistema de gestao da qualidade so e assegurada com o 
envolvimento de todos os colab oradores, principalmente dos 
lideres, ressaltando que a melhoria da qualidade e um proces¬ 
so continuo que nao permite atalhos. 

Usos das especificaqoes analiticas da qualidade 

O laboratorio de parasitologia tern como produto ou 
servigo final o resultado do exame solicitado a partir de um 
conjunto de atividades calcado em recursos e valores deno- 
minado processo, o qual pode ser dividido em tres etapas ou 
fases: pre-analitica (obtengao da amostra biologica), analitica 
(processamento analitico) e pos-analitica (laudo final). Cerca 
de 60% dos erros identificados no laboratorio ocorrem na 
fase pre-analitica e para melhor monitoramento sao subdivi- 
didos entre os que ocorrem fora do laboratorio (solicitagao 
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de exame inadequada; identificagao errada do paciente; re- 
cipiente inadequado; recipiente indevidamente identificado; 
coleta, acondicionamento, preservagao e transporte de amos- 
tras inadequados; volume de amostra insuficiente ou extrava- 
sado, alem das variaveis fisiologicas e endogenas do paciente) 
e os que ocorrem sob o controle do laboratorio (triagem, 
encaminhamento, identificagao e rastreabilidade da amostra). 
A fase pos-analitica responde por cerca de 30% dos erros e se 
caracterizam por comunica^ao deficiente, nao comunicagao 
de valores criticos, validagao errada dos dados analiticos, e 
disponibilizagao tardia do resultado (mais conhecido como 
turnaround time - TAT). Menos de 15% dos erros ocorrem na 
fase analitica, e provavelmente estao relacionados a amostra 
biologica adequada, sele^ao e validagao de metodologias, cer- 
tificagao e calibragao de equipamentos, qualificagao de for- 
necedores, qualidade da agua (grau de pureza), temperatura 
ambiente, materiais de controle, manejo adequado de resi- 
duos e, principalmente, a presenga de colaborador habilitado 
e capacitado. 

Os clientes (colaboradores, pacientes e clinicos), ao bus- 
carem o laboratorio clinico, esperam um resultado laborato- 
rial correto, entregue no menor prazo possivel e com prego 
adequado, ou seja, buscam eficacia (qualidade) e eficiencia 
(prazo e custo). O atendimento a expectativa dos clientes e a 
libera^ao de resultados laboratoriais dentro de padroes pre- 
-estabelecidos de exatidao e precisao resumem o desempe- 
nho do laboratorio clinico e estao diretamente relacionados 
a qualidade do produto oferecido. Esse desempenho e me- 
dido por de indicadores de qualidade e permite a tomada 
de decisao baseada em fatos e dados, promovendo melhoras 
continuas que asseguram maior confiabilidade dos resultados 
e bem-estar dos trabalhadores, operacionaliza^ao da gestao de 
riscos, prevenindo acidentes e preservando o meio ambiente. 
O monitoramento e feito por controles de qualidade comer- 
cializados ou produzidos internamente e avaliados em deter- 
minados pontos do processo produtivo. Em atendimento a 
RDC n- 302/2005, a responsabilidade de planejar, implantar 
e garantir a qualidade dos processos e da diregao e do res- 
ponsavel tecnico do laboratorio clinico. A Figura 48.2 sugere 
as especificagoes da qualidade no processo analitico, desde a 
sele^ao de um metodo laboratorial ate o monitoramento de 
desempenho apos sua implantagao na rotina. 

Controle de qualidade 

O sucesso da implantagao de um sistema de qualidade 
esta diretamente relacionado ao entendimento e a avaliagao 
dos processos exercidos, do publico atendido e da analise 
sistematica dos indicadores para a melhora continua de seu 
desempenho. Alem da ado^ao de um modelo ou de uma 
proposta, ha a necessidade de conhecimento e capacidade 
de discernimento sobre as caracteristicas do laboratorio, com 
determinagao de prioridades, incorpora^ao de atividades e 
estabelecimento de metas. Sua efetividade e dependente de 
um processo de avaliagao continuo e do seu aprimoramento. 

A implantagao do controle de qualidade, de forma siste¬ 
matica, em laboratories de parasitologia clinica, segundo rela- 
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Figura 48.2 Sugestao para implantagao das especificagoes da 
qualidade. 

Fonte: Acervo dos autores. 

tos, foram iniciados no fim da decada de 1970: Franga (1977), 
Estados Unidos (1979) e Inglaterra (1986). Na America La¬ 
tina, destacam-se publicagoes que versam sobre a aplicag:ao 
de controle de qualidade e deteegao de falhas no diagnosti- 
co parasitologico em: Chile e Peru (1995), Cuba (1996,1997 
e 2001), Colombia (1998) e Venezuela (2006). Esses relatos 
indicam, em sua maioria, a utilizagao de metodologia uni- 
ca (metodo direto), identificag:ao erronea ou inexistente de 
parasitos, colaboradores rotativos, uso de equipamentos com 
manutengao precaria e de insumos nao rastreaveis e nao utili- 
zagao sistematica de controles de qualidade. 

Em Sao Paulo, Brasil, a implantagao do Sistema de Gestao 
da Qualidade (1996) e da Certificag:ao (1997) com base na 
norma NBR ISO 9002/94, na Divisao de Laboratorio Central 
(DLC) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da 
Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP), exigiu, em primeiro 
momento, dos diferentes laboratories constituintes, incluindo 
o de Parasitologia, uma analise minuciosa de todos os seus exa- 
mes estabelecidos em rotina, em relagao a aspectos tecnicos, 
organizacionais e administrativos, alem de ter identificado des- 
vios e proposto oportunidades de melhora. A partir dessa ana¬ 
lise, o Laboratorio de Parasitologia instituiu um piano de ag;oes 
para controle efetivo de realizagao da produgao por meio de: a) 
controle de insumos; b) controle de metodologias empregadas; 
c) controle dos equipamentos utilizados; d) capacitag;ao e habi- 
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litagao dos funcionarios envolvidos na analise; e e) controle das 
condigoes ambientais. Foram adotados como principios basi- 
cos para sua implantagao: a) reciprocidade - o processo deve ser 
de cooperagao, nao punitivo, mas de “mao dupla”; b) analogia 

- so e util se for analogo com nossos processos; c) medigao 

- nao bastam os indicadores, e preciso conhecer os processos 
envolvidos; e d) validacao: e preciso analisar criticamente os 
indicadores sob a otica de sua aplicabilidade na realidade de 
nosso laboratorio. 

Para detec^ao de diferentes parasitos, o laboratorio de pa- 
rasitologia clinica dispoe de diferentes metodos, essencialmente 
manuais, que divergem em objetivos, vantagens e desvantagens. 
O nosso laboratorio associa, em paralelo, os metodos de Faust 
e cols.; Hoffman, Pons e Janer (Lutz); Rugai e Colorado por 
Tricromio, com o objetivo de otimizar a sensibilidade do exa- 
me parasitologico. Disponibiliza imunoensaios para detec^ao 
de antigenos fecais de Cryptosporidium spp., Giardia lamblia e 
Entamoeba histolytica. Tecnicas moleculares atendem projetos 
de pesquisa. Em atendimento as necessidades clinicas, de pes- 
quisa e de mercado e em cumprimento as diretrizes, normas 
e legislates relacionadas, conta com quadro de colaboradores 
qualificado e capacitado, alem de manutengao e calibra^ao de 
equipamentos, fornecedores qualificados e reagentes validados. 
Todas as rotinas estabelecidas sao validadas e monitoradas por 
controles de qualidade interno (CQI) e externo (CQE), gragas 
a um planejamento previo e claramente descrito (Figura 48.3), 
que contemplam um esforgo sistematico para a obtengao do 
maior desempenho de qualidade possivel. 



Figura 48.3 Etapas do planejamento para a implanta^ao do controle 
de qualidade. 

Fonte: Acervo dos autores. 


O planejamento para a implantagao e posterior imple- 
mentagao do controle de qualidade deve considerar a rea¬ 
lidade do laboratorio quanto a: custos, volume da rotina, 
metodologias estabelecidas, numero e grau de capacitagao 
dos colaboradores, disponibilidade de equipamentos, insumos 
e reagentes. 

Controle de qualidade interno - CQI 

Na ausencia de materiais de controle comerciais, pre- 
conizados pela RDC n Q 302/2005 e diferentes programas 
de acredita^ao (PALC, CAP, ONA, DICQ, INMETRO), o 
laboratorio pode adotar materiais de referenda preparados 
por ele para controle interno ou formas alternativas, desde 
que justifique sua selegao e aplicabilidade, o que implica co¬ 
nhecer a complexidade e o fluxograma de suas atividades. 
No laboratorio de parasitologia, pela dificuldade de cultivo 
inerente a maioria dos parasitos e pela grande demanda de 
amostras fecais, estas sao uma boa opgao para o preparo de seu 
CQI. No entanto, alguns pontos criticos devem ser observa- 
dos, tais como: criterios para a selegao do material; tecnicas 
de preparo; verifica^ao de sua homogeneidade, estabilidade e 
contaminagao; determinagao de valores e criterios de apro- 
va^ao; armazenamento do entao material de referenda e seu 
posterior uso. Para assegurar a consistencia do numero de 
parasitos, principalmente em casos de poliparasitismo, e su- 
gerido o processo de homogeneiza^ao da amostra clinica e 
adigao de conservante para preservagao adequada. 

Materiais de referenda derivados de amostras clinicas 
fornecem informagoes especificas de qualidade e de adequa- 
gao, cuja avaliagao esta diretamente relacionada ao grau de 
medi^ao, ao nivel do requisito tecnico necessario e a expec- 
tativa de condugao nas diferentes fases do processo. Como 
materiais de referenda adicionais, podem ser utilizados, entre 
outros: fotos e laminas digitalizadas, questionarios, livros de 
referenda e atlas. 

Todos os materiais de referenda devem ser armazenados 
em condigoes ambientais e ocupacionais adequadas e regis- 
trados e monitorados periodicamente quanto a preservagao e 
estoque, para que estejam em conformidade com suas apli- 
cabilidades. 

Todas as fases devem ser rastreaveis e registradas: a iden- 
tificagao do material de referenda, a sua identifica^ao como 
amostra de paciente, os resultados obtidos e os responsaveis 
pelo processo. 

Por ser uma area essencialmente manual, o criterio de 
aceitabilidade e adequagao exige que, para metodos qualita- 
tivos, deve haver concordancia morfologica na rotina diaria, 
excegao feita aos resultados considerados sugestivos na tec- 
nica aplicada e que necessitam de confirma^ao por tecnicas 
pertinentes, como, por exemplo, a desconfian^a da presenga 
de oocistos de Cryptosporidium spp. em metodo de Lutz, e 
sua confirma^ao ou nao pelo metodo de Kinyoun. Quais- 
quer outras divergences de resultados implicam inadequa^ao, 
e neste caso, resultam em reavaliagao do material biologico 
(MB) em determinado(s) ponto(s) de controle(s) da cadeia 
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produtiva pelos envolvidos, com discussoes e adequagoes de 
resultados pertinentes. As condutas para corregao de even- 
tuais falhas devem ser padronizadas e registradas. Para meto- 
dos quantitativos, por exemplo, o calculo de parasitemia para 
hemoparasitos intraeritrocitarios, cabe ao laboratorio deter- 
minar o valor de erro permitido. 

Todas essas informagoes devem constituir um procedimen- 
to operacional padrao relacionado, o qual deve ter revalidagao 
anual ou sempre que necessario. A necessidade de revalidagao 
e decorrente de agoes nao planejadas e demandas por altera- 
gao do planejamento inicial, tais como: alteragoes graduais do 
processo, desgaste de equipamentos, estabelecimento de no¬ 
vas rotinas, adequagoes de insumos ou reagentes, alteragoes do 
quadro funcional ou mesmo possiveis erros humanos. 

Simples cego (amostras clmicas) 

O CQI simples cego se caracteriza por ja ter definido o 
resultado esperado. 

■ Aplicabilidade: Util para avaliar a fase analitica. 
Indicado para validagao de reagentes e equipamentos 
por comparagao de resultados, assim como para exames 
realizados com baixa demanda, baixa positividade e para 
os quais a manutengao de materials positivos e dificul- 
tada. Inserido para a monitorizagao de todo o processo 
a partir de amostras preservadas. Sugerido na uniformi- 
zagao da abordagem microscopica diante de uma rotina 
diagnostica, entre dois ou mais colaboradores, para dis- 
cussao intralab orator ial na ocasiao de diagnostico, assim 
como para avaliar a capacidade de repetigao de um ana- 
lista ou para verificar a reprodutibilidade entre analistas 
e/ou equipamentos. Tambem indicado para a educagao 
inicial e continuada de colaboradores. 

■ Processo: Os materials de referenda sugeridos sao: 
amostras fecais preservadas, parasito isolado e lamina 
preservada ou corada. 

Para a obtengao de amostras fecais (Figura 48.4 A), e suge¬ 
rido que as ja processadas e sabidamente positivas sejam 
selecionadas e preservadas por adigao de conservantes 
(1:3), que variam de acordo com suas indicates e res- 


trigoes. A aplicabilidade desse material de referenda e 
indicativo do conservante mais adequado, por exemplo, 
para tecnicas de concentragao ou direto (PVA, SAF, MIF 
e formalina tamponada 10%), para metodo de Kato-Katz 
(azida sodica), para ensaios imunoquimicos e/ou mole- 
culares (congelamento). Quando indicado para tecnicas 
de concentragao ou metodo direto, apos preservagao, 
fazer leitura microscopica de dez laminas pelo metodo 
direto com lugol, identificar e quantificar os parasitos 
observados em: raros, poucos, moderados e numerosos 
(Tabela 48.1). Calcular a media aritmetica, e classificar 
os parasitos em ocasionais (raros, poucos e moderados) e 
obrigatorios (numerosos). 

Os vermes ou fragmentos enviados para identificagao ou 
encontrados na amostra fecal devem ser lavados em agua, clas- 
sificados e, se integros, transferidos para frasco de vidros con- 
tendo liquido conservador, por exemplo, solugao de Railliet & 
Henry para helmintos. Identificar o frasco com informagoes 
relacionadas, como identificagao do parasito, conservante utili- 
zado, data de conservagao e responsavel pelo processo. 

Para amostras clmicas cujos exames realizados sejam de 
baixa demanda, baixa positividade, por exemplo, microspo- 
ridio, e para os quais a manutengao de materials positivos e 
dificultada, como detec^ao de microfilaria no sangue, e suge- 
rida a confec^ao de laminas, as quais sao fixadas, identificadas 
e armazenadas sob condi^oes adequadas (Figura 48.4 B). La¬ 
minas de Kato-Katz tambem podem ser armazenadas. 

Simples cego com outros materials de referenda 
(imagens fisicas ou digitalizadas, referencias 
bibliograficas - livros, atlas e artigos relacionados; 
laminas digitalizadas) 

■ Aplicabilidade: Util para avaliar a fase analitica. 
Indicado para validagao de reagentes e equipamentos 
por comparagao de resultados, assim como para exames 
realizados com baixa demanda, baixa positividade e para 
os quais a manutengao de materials positivos e dificulta¬ 
da. Sugerido na uniformizagao da abordagem microsco¬ 
pica diante de uma rotina diagnostica, entre dois ou mais 


Tabela 48.1 Quantifica^ao de parasitos observados na microscopia. 


Classificacao 

Quantificagao (larmnula 22 mm x 22 mm) 


Protozoarios (400x) 

Helmintos (lOOx) 

Raros 

2-5 por lammula 

2-5 por lammula 

Poucos 

1 por 5-10 campos microscopicos 

1/5-10 campos microscopicos 

Moderados 

1 -2 por campo microscopico a 1 por 
2-4 campos microscopicos 

1-2 por campo microscopico 

Numerosos 

Varios por campo microscopico 

Varios por campo microscopico 


Fonte: Adaptada de Gonsalves EMN & Castilho VLP, 2007. 
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MB encaminhado 
para rotina 


MB encaminhado 
para rotina 


Processar rotina 



> Liberar resultado 


^ Sim 

Fixar com conservante 
(1:3) e fazer leitura de 
10 laminas (metodo 
direto). Qualificar, 
identificar e armazenar 



Processar rotina 



Registrar em planilha 
avaliar desempenho 


Figura 48.4 Algoritmo para controle de qualidade simples cego. 
Fonte: Acervo dos autores. 


colaboradores, para discussao intralab orator ial na ocasiao 
de diagnostico, assim como para a educa^ao inicial e 
continuada de colaboradores. 

■ Processor Os materials de referenda citados sao ca- 
talogados e mantidos em locais de livre acesso para os 
colaboradores. 

Duplo cego 

■ Aplicabilidade: Ferramenta util para a monitorizagao 
de todo o processo, nas fases pre-analitica, analitica e 
pos-analitica. Pode ser utilizado tanto para avaliar a capa- 
cidade de repetigao de um analista como para verificar a 
reprodutibilidade entre analistas e/ou equipamentos. 

■ Processo: Quinzenalmente, MB de paciente real 
recepcionado para a rotina diagnostica deve ser esco- 
lhido aleatoriamente e aliquotado de imediato. O MB 
aliquotado e identificado com nome ficticio e nao 
faturavel, cadastrado, recepcionado e reintroduzido 
na rotina. Todos os dados pertinentes as duas amostras 
(paciente e aliquota), assim como os resultados obti- 
dos e responsaveis pelos processos, sao registrados, ras- 
treaveis e analisados (Figura 48.5). E interessante criar 


MB encaminhado 
para rotina 



Figura 48.5 Algoritmo para controle de qualidade duplo cego. 
Fonte: Acervo dos autores. 
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uma lista de pacientes nao faturados para a utiliza^ao 
do controle. 

Dupia ieitura 

■ Aplicabilidade: De utilizagao diaria para todos os me- 
todos de concentrates e colora^oes. Boa opgao para 
exames realizados com baixa frequencia, de baixa po- 
sitividade ou para os quais a manutengao de materiais 
positivos e dificultada, por exemplo, oograma de ovos de 
Schistosoma mansoni por biopsia retal. 

■ Processor Todas as laminas de rotina, derivadas de 
colora^oes ou de metodos de concentrates, sao ar- 
mazenadas, pelo microscopista responsavel pela sua 
Ieitura, em porta laminas ou camaras umidas, respec- 
tivamente. Camara umida consta de gaze umedecida 
em agua e disponibilizada em placa de Petri tampada, 
identificada por data, metodologia e microscopista 
responsavel pela Ieitura das laminas acondiciona- 
das, para que nao sofram disseca^ao ate o momento 
da segunda Ieitura pelo microscopista responsavel 
pelo controle de qualidade, que deve selecionar um 
percentual das laminas para analise microscopica em 
duplicata (conforme planejamento), tanto das coradas 
quanto das acondicionadas em camara umida. Esse 
percentual submetido a dupia Ieitura e armazenado 
ate a analise e avaliagao dos resultados, enquanto as 
outras sao desprezadas. 

Analise critica do CQI 

Controles de qualidade com valores (resultados) diferen- 
tes dos instituidos em criterios de aceitabilidade indicam nao 
conformidade intra processo, e requerem analise de causas, 
aplica^ao de agoes corretivas e verificagao da eficacia, que 
culminam em um programa de educagao continua e promo- 
£ao da satisfa^ao do cliente (Figura 48.6). Dentre as possiveis 
causas de erros relacionados ao CQI, citamos: amostra insu- 
ficiente em quantidade e qualidade; identifica^ao inadequada 
no frasco coletor; area de trabalho inadequada ou mal ilu- 
minada; troca das laminas por falta de organizagao no traba¬ 
lho; processamento de uma serie muito grande de amostras; 
nao homogeneizagao das fezes; esfregagos muito espessos ou 
muito delgados; uso de laminas arranhadas ou recuperadas; 
acondicionamento inadequado do corante (reagente); nao 
aderencia ao tempo necessario para cada sequencia do pro¬ 
cesso; descoloragao inadequada das laminas; nao certificagao 
ou inexistencia da identifica^ao da lamina; nao limpeza da 
lente de imersao apos Ieitura de exame positivo; habilitagao e 
capacitagao insuficientes do colaborador. 

Controle de qualidade externo 

E uma exigencia legal e normativa, alem de fornecer 
uma avaliagao externa e objetiva do desempenho de um la¬ 
boratorio clinico em seu sistema de garantia de qualidade, 
baseado na comparabilidade entre laboratories. 


CQ inserido no 
processo laboral 

l 

Resistro e 
comparabilidade 
de resultados 

■_ Sim _ Liberagao de 

resultados 


Nao 


Razao de erro 

Sim ^ Reavaliagao 

e evidente? 

do processo 

1 Nao / 1 

Investigar 

Reanalise de 

possiveis causas 

resultados 


Figura 48.6 Algoritmo para analise critica do CQI. 

Fonte: Acervo dos autores. 

O controle de qualidade externo, dentro do laboratorio 
clinico no Brasil, se iniciou com as Sociedades Brasileiras de 
Analises Clinicas e de Patologia Clinica, conforme ja citado 
anteriormente. 

Ensaios de proficiencia 

A Controllab, em parceria com a Sociedade Brasileira 
de Patologia Clinica/Medicina laboratorial, com o programa 
Programa de Excelencia do Laboratorio Clinico (PELM), e 
a Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, com o Progra¬ 
ma Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ), enviam 
aos participantes material para o controle de qualidade ex¬ 
terno, que inclui identificag;ao de parasitas tanto por ima- 
gens digitalizadas como por material fisico. Nesse material, 
o participante envia o resultado da identifica^ao do parasita 
e posteriormente recebe o resultado com as avaliag:6es. Os 
resultados sao comparados com os pares, ou seja, com os la¬ 
boratories participantes, e a avaliagao e enviada atraves do 
site, com resultados adequados e inadequados. A taxa anual de 
valores minimos de acerto sao estabelecidos pelo provedor e 
garantem adequagao ou nao do laboratorio participante. Esta 
taxa anual advem da comparagao dos resultados, enviados em 
todos os modulos acordados para o ano pelo provedor, atra¬ 
ves da avaliagao e das analises estatisticas pelo grupo assessor. 
Provedores podem fornecer no final dos modulos acordados 
a chamada Rodada Especial, em que sao inclusos os ensaios 
que nao atingiram a meta, com intuito de aumentar a proba- 
bilidade de adequa^ao. O objetivo do controle de qualidade 
externo e garantir a qualidade do laboratorio participante 
nos ensaios inscritos. E fornecido anualmente o certificado 
de proficiencia de qualidade nos ensaios inscritos. Todos os 
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ensaios oferecidos estao disponibilizados nos sites do PELM 
(http://www.controllab.com.br/) e do PNCQ (https:// 
www.pncq.org.br/). Fora do Brasil ha outros programas de 
controle de qualidade externo internacionais, como o CAP, 
que funcionam de forma semelhante, enviando as amostras 
para serem avaliadas pelo laboratorio inscrito. Os materiais 
oferecidos para avaliagao sao laminas coradas ou nao, material 
liofilizado para testes de concentragao e imunoensaios, alem 
de pranchas com fotos para identifica^ao. 

Controles alternatives 

Os controles alternativos sao estabelecidos com outro la¬ 
boratorio para testes estabelecidos em rotina quando nao ha 
ensaio de proficiencia especifico. Para isso, o laboratorio par- 
ceiro deve ter certifica^ao de qualidade e ser participante de 
testes de proficiencia. As amostras sao enviadas na frequencia 
estabelecida entre as partes, semestralmente ou mesmo anual- 
mente, de acordo com os programas instituidos e o requerido. 
Ambos os laboratories podem enviar e receber amostras e os 
resultados sao analisados e corrigidos se estiverem inadequa- 
dos. Esses resultados sao inseridos em planilhas e todo o pro- 
cedimento devera ser estabelecido e acordado anteriormente 
com ambas as partes. 

■ CONCLUSAO 

O laboratorio de parasitologia continua sendo uma area 
de diagnostico na qual os parasitas devem ser pesquisados e 
identificados, um a um, em sua imensa variedade, tornando o 
processo bastante trabalhoso por ser essencialmente manual. A 
falta de padronizagao de processo permite que a microscopia 
investigativa possa ser derivada de diferentes metodologias, 
associadas ou nao, motivos esses que tornam a qualificagao 
e o treinamento continuo dos colaboradores fundamentals 
em todas as etapas do processo. A preocupagao em otimizar 
essa area fez com que kits (sistemas fechados) de coleta fos- 
sem introduzidos no mercado, com o intuito de padronizar a 
quantidade de fezes enviada ao laboratorio. Frequentemente, 
nestes kits as amostras fecais sao enviadas em liquido conser- 
vador. Com isto o laboratorio de parasitologia fica incapaz 
de investigar com outros metodos, na mesma amostra, ou¬ 
tros parasitos, como para a pesquisa de larvas vivas atraves do 
termo-hidrotropismo positivo que apresentam, e necessita de 
amostras frescas. Outro exemplo e o metodo de Kato-katz, 
que necessita de fezes formadas in natura para ser realizado. 
Repetigoes necessarias, em decorrencia da inconsistency de 
resultados, nao sao possiveis ao se utilizar kits , por ser utilizado 
todo o conteudo ou por restar quantidade insuficiente. Para 
as tecnicas moleculares, o conservante pode ser considerado 
interferente. E importante ressaltar que o laboratorio exer- 
ce papel decisorio na qualidade da amostra a ser examinada, 
quando na fase pre-analitica, estabelece instru^oes de coleta 
para o paciente, observando todos os interferentes na amostra 
fecal, intervalos de coleta, quantidade, conservaqao e trans¬ 
pose da amostra. A introdugao dos controles de qualidade 
interno e externo no processo parasitologico abordada neste 


capitulo mostra que estes sao complementares, uma vez que o 
CQI monitora a reprodutibilidade dos procedimentos no dia 
a dia, com deteegao de erros em quaisquer das fases proces- 
suais e sinalizam a liberagao ou nao dos resultados, enquanto 
o CQE visa detectar, principalmente, diferen^as constantes 
(bias) entre os resultados do nosso laboratorio com outros, 
compreende uma verifica^ao retrospectiva dos resultados do 
laboratorio participante. A implanta^ao do controle de qua¬ 
lidade no laboratorio deve ser bem estabelecida, de forma a 
se adequar a sua realidade e sua utilizagao em todos os testes. 
Deve fazer parte da rotina diaria e envolver todos os cola¬ 
boradores, responder por treinamentos periodicos, analisar e 
estabelecer a^oes para todas as atitudes fora de controle. 
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■ INTRODUgAO 

A medula ossea e o principal sitio de forma^ao do san- 
gue. No adulto normal sua produ^ao diaria atinge cerca de 
2,5 bilhoes de hemacias, 2,5 bilhoes de plaquetas e cerca de 1 
bilhao de granulocitos por quilo de peso. O ritmo de produ- 
£ao corresponde as necessidades reais de cada uma das linha- 
gens celulares e pode variar do nivel basal, suficiente para a 
reposigao das celulas naturalmente perdidas, ate muitas vezes 
o normal. 

Estudos cineticos das celulas medulares, usando radioi- 
sotopos e culturas in vitro , demonstraram que as linhagens 
celulares consistem de tres grupos de celulas com caracteris- 
ticas diferentes: 

I. Celulas maduras com uma meia vida funcional finita, 
capazes de prolifera^ao limitada antes da completa matu- 
ra^ao, mas sem capacidade de autorrenovagao. 

II. Unidades Formadoras de Colonias (CFU) - sao celulas 
capazes nao so de diferenciagao, mas tambem de autorre- 
novagao, sendo possivel a manutengao de uma produgao 
celular sustentada. Dependem da presenga de colonias de 
celulas primordiais ou primitivas. 

III. Celulas primitivas - consistem em celulas pluripotenciais 
com capacidade de autorrenovagao continua - celulas- 
-tronco hematopoieticas (stem cell). 

Existem unidades formadoras de colonia mais maduras 
que sao celulas unipotenciais diferenciadas. Isso significa que, 
embora sejam capazes de formar colonias, essas celulas ja estao 
comprometidas com uma linhagem celular. A atividade proli- 
ferativa dessas colonias envolve mecanismos de interagao hu¬ 
moral entre as celulas da colonia e os tecidos-alvo, assim como 
as interagoes celula-celula no micro meio ambiente medular. 

■ CARACTERISTICAS DAS CELULAS-TRONCO 
HEMATOPOIETICAS 

■ Sao definidas como celulas com grande capacidade de 
autorrenovagao e grande potencial proliferativo. 

■ Sao capazes de se diferenciar em celulas progenitoras para 
as celulas sanguineas (hemacias, leucocitos e plaquetas). 


Autorrenova^ao refere-se a capacidade de produzir celu- 
las-filhas com caracteristicas identicas as da celula-mae. Esta 
capacidade resulta na produgao de novas celulas sem nenhu- 
ma nova caracteristica morfofuncional, isto e, sem qualquer 
diferenciagao. Entretanto, a melhor defmigao para a “stem cell ” 
refere-se a capacidade de uma unica celula ser capaz de repo- 
voar a medula ossea capacitando-a completamente a hema- 
topoiese em longo prazo. 

Nas decadas de 1930 e 1940, havia duvidas sob re a he- 
matopoiese no que diz respeito a sua origem. Nao estava es- 
tabelecido se havia uma unica celula capaz de originar todas 
as celulas sanguineas ou se haveria mais de uma celula proge- 
nitora, uma para cada serie hematologica (hemacias, plaquetas 
e leucocitos). 

As experiencias de Mc-Culloch e Till, em 1961, de¬ 
monstraram que um determinado tipo de celula, presente 
na medula ossea, seria capaz de originar colonias de cres- 
cimento hematopoietico no bago de camundongos que ti- 
veram sua medula ossea destruida totalmente pela radiagao. 
Essas colonias apresentavam uma capacidade de diferenciagao 
multilinhagem ou pluripotente (eritroide, mieloide e mega- 
cariocitaria) e eram formadas por celulas com capacidade de 
autorrenovagao e de estabelecer colonias de celulas multili¬ 
nhagem quando transplantadas a outro camundongo. 

Estudos citogeneticos demonstraram a origem clonal des¬ 
sas colonias, ou seja, eram derivadas de uma unica celula. Estas 
celulas foram designadas CFU-S (Unidade Formadora de Co¬ 
lonia - Bago [spleen]). Estes experimentos demonstraram pela 
primeira vez que uma celula-troncofhtcm cell’, existia. 

A existencia de celulas capazes de formar colonias per- 
mitiu a elaboragao da teoria dos compartimentos medula¬ 
res. Essa teoria divide a medula ossea em compartimentos 
teoricos onde cada compartimento abrigaria celulas em um 
determinado estagio de maturagao. 

■ CONCEITO DE COMPARTIMENTOS 
MEDULARES 

O entendimento do conceito de compartimentos e de 
fundamental importancia para a compreensao dos processos 
de proliferagao e diferenciagao das celulas que compoem o 
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sistema hematopoietico. Esse conceito, absolutamente teorico, 
explica extremamente bem a cinetica medular tanto no estado 
normal quanto nas alteracoes patologicas que envolvam as ce- 
lulas hematologicas ou que tenham alguma repercussao nestas. 

Esse conceito esta baseado na divisao da medula ossea em 
compartimentos, cada um deles contendo um numero relati- 
vamente constante de celulas em um determinado estagio de 
maturagao. Os compartimentos contendo as celulas mais j ovens 
seriam capazes de proliferagao e diferenciagao enquanto as ce¬ 
lulas pertencentes aos compartimentos mais maduros somente 
se diferenciariam. Estes compartimentos mais imaturos seriam 
estaveis em relacao ao seu tamanho e so permitiriam a saida de 
uma celula para o compartimento seguinte se outra tomasse seu 
lugar, recompondo, desta forma, o numero de celulas inicial. 

Sendo assim, um dos modelos aceitos para a replicagao 
destas celulas seria o tipo semiconservativo ou simetrico. Apos 
a divisao celular, uma das celulas permaneceria no comparti¬ 
mento e a outra prosseguiria no processo de amadurecimento 
passando ao compartimento seguinte (Figura 49.1). 

A saida de uma celula de um compartimento so seria 
permitida se esta alcan^asse o estagio de maturagao necessa- 
rio a sua entrada no compartimento seguinte. Dessa forma, 
uma sucessao de compartimentos, cada um contendo um es¬ 
tagio de maturagao, existiria na medula e as celulas passariam 
de um para outro conforme fossem amadurecendo. O ultimo 
compartimento medular conteria, entao, as celulas maduras, 
prontas para serem liberadas para o sangue periferico. 

Um aspecto importante desse conceito e que, sendo os 
compartimentos estaveis em relagao ao seu tamanho, uma de- 
manda maior de um determinado tipo celular na circulagao 
exigiria uma maior proliferagao de todos os compartimentos 
envolvidos com aquela serie. Se a demanda de celulas supe- 
rar a capacidade de proliferagao/liberagao do compartimento 
contendo as celulas mais maduras, este comega a diminuir seu 
tamanho e o compartimento imediatamente anterior, isto e, 
aquele que contem celulas em estagio de desenvolvimento 
mais precoce, comegaria entao a liberar suas celulas na ten- 
tativa de suprir a demanda existente. Este processo continua 
ate que os compartimentos contendo as celulas mais j ovens 
sejam atingidos e tenham suas celulas liberadas. Neste pon¬ 
to, esses compartimentos se “fecham”, ou seja, a libera^ao de 
celulas cessa e so a proliferagao ocorre com o intuito de que 
o tamanho do compartimento seja restabelecido. Nesse mo- 
mento a repercussao no sangue periferico e de uma diminui- 
£ao do numero de celulas da serie envolvida. 


Esta situa^ao pode ser ilustrada de maneira classica atraves 
da cinetica medular durante uma infec^ao bacteriana. Quan- 
do a infec^ao se estabelece ocorre um aumento do numero 
de leucocitos circulantes seguido da liberagao de celulas mais 
j ovens (bastoes, metamielocitos etc.) caracterizando o desvio 
a esquerda. Se a infec^ao prossegue e se agrava, a leucome- 
tria aumenta progressivamente acompanhada pelo aumento 
do numero de celulas j ovens da linhagem granulocitaria no 
sangue periferico. Com o agravamento da infec^ao e pos- 
sivel que se observe, em alguns casos, uma diminui^ao da 
leucometria, dando a impressao de uma melhora do quadro 
infeccioso. Esse fato deve-se nao a uma melhora da infecgao, 
mas sim a interrupgao da libera^ao de leucocitos para a circu- 
lagao por diminuigao do tamanho dos compartimentos mais 
imaturos. Os compartimentos interrompem a libera^ao de 
celulas e se concentram apenas na proliferagao objetivando a 
recomposigao numerica. 

■ PROLIFERAgAO E DIFERENCIAgAO 

O termo prolifera^ao refere-se, especificamente, ao pro¬ 
cesso replicativo. A forma de proliferagao das celulas hema- 
topoieticas e a mitose. A compreensao dessa forma de divisao 
celular e fundamental, nao so para o entendimento da hema- 
topoiese em si, como tambem para o entendimento da fisio- 
patologia das diversas doengas hematologicas (Figura 49.2). 

A diferenciagao e o processo pelo qual as celulas de- 
senvolvem suas estruturas particulares e adquirem as ma- 
cromoleculas necessarias ao desempenho de suas fungoes 
especificas. E um processo que acontece concomitantemente 
a proliferagao e continua apos o fim da capacidade de divisao. 
Isto e, celulas que ja nao possuem mais capacidade de divisao 
continuam o processo de amadurecimento. 

Exemplo: O metamielocito nao possui capacidade de di¬ 
visao celular, porem continua o processo de amadurecimento 
ate bastao e, posteriormente, a neutrofilo segmentado. 

■ DIFERENCIAgAO 

■ E um processo concomitante a proliferagao nas celulas 
do sistema hematopoietico. 

■ A celula-filha, geralmente, e mais madura que a celula 
que a originou quando a proliferagao e a diferencia^ao 
acontecem ao mesmo tempo. 

■ A diferencia^ao prossegue apos o fim da proliferagao. 



Figura 49.1 Modelo simetrico para replica^ao de CFU. 
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M: Mitose - divisao celular. 


Figura 49.2 Ciclo generativo. 


■ A maioria das celulas esta madura quando atingem a 

circula^ao. 

■ HEMATOPOIESE EMBRIONARIA E FETAL 

Os tecidos hematopoietic os encontrados no individuo 
adulto sao precedidos, durante os periodos embrionario e fe¬ 
tal, por focos de hematopoiese transitorios, que podem ser 
divididos em tres fases: Periodos mesoblastico, hepatoesple- 
nico e mieloide. 

Ate bem pouco tempo acreditava-se que a hemopoie- 
se embrionaria originava-se exclusivamente no mesoderma 
extra-embrionario, o saco vitelino. Pensava-se que as celulas- 
-tronco HSC (hematopoietic stem celt), originadas na vesicu- 
la vitelina, colonizariam sequencialmente, o figado, o timo 
e a medula ossea promovendo, desta forma, a hematopoiese 
definitiva no embriao, feto e no adulto. Entretanto, recentes 
pesquisas demonstraram a presenga de focos hematopoieti- 
cos na regiao do mesonefron. Sendo assim, os primordios 
da hematopoiese embrionaria acontecem nao so na vesicula 
vitelina, mas tambem nessa regiao do mesonefro (AGM - 
aorta-gonadal-mesonefro). 

Perfodo mesoblastico 

Inicia-se na quarta semana de gestagao e esta localizado 
na lamina mesodermica da parede da vesicula vitelina. Sao 
observados pequenos grupos celulares, constituidos por ce¬ 
lulas mesenquimais que se diferenciam em uma nova especie 
celular, denominada hemangioblastica. Esses grupos celulares 
constituem-se nos germes do sistema circulatorio e do tecido 
hematopoietico. 

As celulas dispostas na periferia destes grupos celulares 
sofrem diferencia^ao e vao se tornando alongadas e achata- 
das formando pequenas vesiculas. No interior dessas vesiculas 
observam-se aglomerados celulares e celulas isoladas banha- 
das por certa quantidade de liquido. As celulas que consti- 
tuem a parede da vesicula sao as celulas endoteliais primitivas 
e as do interior sao os precursores dos elementos celulares 
sanguineos. O liquido e a matriz fluida, ou plasma incipien- 
te e as vesiculas sao denominadas Ilhotas de Wolff-Pander. 


Por algum tempo as celulas endoteliais primitivas podem 
desprender-se das paredes onde se encontram e tornarem-se 
esfericas, transformando-se em precursores hematopoieticos. 

Os vasos aparecem simultaneamente, a partir das ilho¬ 
tas sanguineas de Wolff-Pander que aumentam de volume, se 
aproximam e confluem. Dessa forma vao se formando os va¬ 
sos sanguineos primitivos (endoteliais), encerrando o liquido 
e as celulas sanguineas primitivas. 

Perfodo hepatoesplenico 

Inicia-se no figado do embriao, na sexta semana de ges- 
ta^ao, e apos dez semanas a hematopoiese nao mais e ob- 
servada na vesicula vitelina. Com o crescimento da massa 
hematopoietica, o ba^o e povoado por estas celulas por volta 
da decima segunda semana do desenvolvimento, permane- 
cendo ativo ate a 28 a semana. 

Perfodo mieloide 

As cavidades dos ossos aparecem aproximadamente na 
oitava semana do desenvolvimento e, rapidamente, tornam-se 
o sitio exclusivo de proliferagao de granulocitos e megacario- 
citos. A atividade eritropoetica, nesse periodo, esta restrita ao 
figado e permanece nesse orgao ate o final do ultimo trimes- 
tre de gestagao, quando entao a medula ossea passa a abrigar 
tambem a eritropoese. Apos o nascimento, a hematopoiese 
e quase exclusiva na medula ossea, sendo a contribuigao do 
figado e do ba^o muito pequena nesta fase. 

Finalmente, por volta da vigesima semana, os linfonodos 
apresentam focos de hematopoiese. 

■ DISTRIBUigAO DA MEDULA OSSEA 
HEMATOPOIETICA 

A medula ossea (MO) pode ser dividida em duas catego- 
rias: medula ossea vermelha, produtora de celulas, e medula 
ossea amarela, nao produtora de celulas. 

No recem-nascido e durante os primeiros anos de vida, 
a medula ossea produtora de celulas (medula ossea vermelha) 
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esta localizada em praticamente todos os ossos do corpo. A 
medida que o individuo se desenvolve, ocorre uma concen- 
tragao de medula ossea vermelha, isto e, a MO vermelha se 
localiza nos ossos centrais do esqueleto. No adulto os principals 
ossos onde a MO vermelha se localiza sao os ossos do cranio, as 
vertebras, a epifise dos ossos longos, o esterno, as costelas e os 
ossos da pelve. A crista iliaca posterior e o local de escolha para 
coleta de material medular para exames (Figura 49.3). 



Figura 49.3 Distribui^ao da medula ossea vermelha (hematopoieti- 
ca) em adultos.As areas em negro mostram os sitios de hematopoiese. 

Vasculariza<;ao 

O suprimento de sangue para a medula ossea e feito 
principalmente pela arteria nutriente que penetra no cortex 
medular atraves do canal nutriente. Na cavidade medular, esta 
se bifurca nas arterias medulares ascendente e descendente, as 
quais se ramificam na face interna do cortex. Apos a entrada 
na matriz medular as arterias se transformam em uma rede 
de capilares que abastece as celulas hematopoieticas. Estes ca- 
pilares desembocam entao num vaso central onde o sangue 
penetra no sistema venoso atraves das veias emissarias. 

A hematopoiese acontece nos espa^os extravasculares 
entre os capilares sinusoides da medula ossea. A parede des- 
tes capilares e constituida de uma camada interna de celulas 
endoteliais recoberta por uma camada descontinua de celulas 
reticulares. Uma lamina basal fina e descontinua localiza-se 
entre essas duas camadas (Figura 49.4). 



Figura 49.4 Diagrama esquematico da circula^ao na medula ossea. 

■ MEIO AMBIENTE MEDULAR 
Celulas do estroma 

O meio ambiente medular consiste em um orgao com- 
plexo no qual as celulas do estroma sao as responsaveis pela 
provisao da maioria dos fatores requeridos ao desenvolvi- 
mento da HSC. As celulas do estroma tern origem mesenqui- 
mal e hematopoietica e incluem os osteoblastos, fibroblastos, 
adipocitos, miocitos, celulas endoteliais, celulas dendriticas e 
macrofagos. Quando a medula ossea e examinada in vivo, as 
celulas hematopoieticas, em diferentes estagios de maturagao 
e pertencentes a diferentes linhagens, podem ser observadas 
em areas distintas da medula. Celulas morfologicamente ima- 
turas sao encontradas na regiao subendosteal, na proximidade 
de osteoblastos. Outros progenitores mais diferenciados das 
linhagens mieloide, eritroide e megacariocitaria estao locali- 
zados por toda a medula. 

A arquitetura das regioes hematopoieticas assume a for¬ 
ma de pequenos grupamentos celulares, contendo celulas 
progenitoras e precursores mais diferenciados. Esse arranjo 
sugere fortemente que o processo de diferenciagao de uma 
determinada linhagem dependa de interagoes entre as celulas 
progenitoras e as celulas do estroma medular. Esses grupa¬ 
mentos consistem de celulas do estroma especializadas que 
produzem componentes extracelulares e citocinas hemato¬ 
poieticas que participam da proliferagao e diferenciagao ce- 
lular de uma determinada linhagem. 

A caracteriza^ao do papel do meio ambiente medular no 
processo hematopoietico tornou-se possivel com o desenvol- 
vimento de culturas de celulas estroma-dependentes, tambem 
conhecidas como culturas de longo-prazo LTC ( long-term cul¬ 
tures). Nesse tipo de cultura, a medula ossea e cultivada em 
meio contendo soro humano. As celulas do estroma formam 
uma camada onde as celulas hematopoieticas, HSC e HPC 
(hematopoietic progenitor cell), proliferam e se diferenciam du¬ 
rante semanas ou meses na ausencia de fatores externos. Ce¬ 
lulas mais diferenciadas, incluindo CFUs e precursores mais 
maduros, estao presentes em suspensao. 
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Fibroblastos 

Sao as celulas do meio ambiente medular mais estu- 
dadas. Em geral, as celulas hematopoieticas mais primitivas 
e algumas mais diferenciadas aderem-se a uma camada de 
fibroblastos. A adesao desses progenitores e feita por meio 
de substancias ligantes expressas na superficie celular como 
VCAM ( vascular cell adesion molecule), fatores de crescimento 
expressos na membrana SCF (stem cell factor), ou a componen- 
tes da matriz extracelular ECM (extracellular matrix), secreta- 
dos pelos fibroblastos. 

Embora o tipo e a concentragao de citocinas produzidas 
pelos diferentes clones de fibroblastos sejam muito semelhan- 
tes, nota-se que em alguns meios ocorre o crescimento do 
compartimento mais primitivo, em outros, o crescimento da 
linhagem mieloide ou linfoide, e em alguns casos o cresci¬ 
mento celular mal se sustenta. 

Celulas endoteliais 

As celulas endoteliais da medula ossea BMEC (bone mar¬ 
row endothelial cells) sao grandes, achatadas e recobrem, com- 
pletamente, a superficie interna dos capilares. Por fazerem 
parte do meio ambiente medular, provavelmente estas celulas 
tern influencia no crescimento das stem cells e dos progenito¬ 
res hematopoieticos. As BMEC formam a principal barreira 
de controle de entrada e saida de substancias e particulas nos 
espagos hematopoieticos. As celulas hematopoieticas deno- 
minadas CD34 + (cluster of differentiation) exibem este mar- 
cador celular em sua membrana que participa da aderencia 
da celula a parede da celula endotelial. As BMEC apresentam 
atenuagoes no citoplasma, causadas por descontinuidade, for- 
mando uma fenestra com diafragma e permitindo, dessa for¬ 
ma, a passagem de celulas atraves de seu citoplasma. 

Celulas reticulares 

A superficie externa dos capilares medulares e composta 
de celulas reticulares. O citoplasma destas celulas “envelopam” 
as paredes externas dos capilares formando uma bainha ad- 
venticia. Por apresentar interrupgoes, esta bainha recobre cerca 
de dois tergos da superficie dos capilares. As celulas reticulares 
sintetizam fibras que, em conjunto com os prolongamentos 
citoplasmaticos, penetram no compartimento hematopoietico 
formando uma “teia” onde repousam as celulas hematopoieti¬ 
cas. As celulas, seus prolongamentos citoplasmaticos e as fibras 
constituem o reticulum da medula ossea. 

As celulas reticulares apresentam altas concentrates de 
fosfatase alcalina em suas membranas, expressam CD 10, CD 13, 
antigenos HLA de classe I alem de outras substancias, mas sao, 
geralmente, CD34 negativas. As celulas do estroma exibem 
contatos celula-celula nas “gap junctions” (forma de ligagao en- 
tre duas celulas). Estas “gap junctions” localizam-se em areas de 
aderencia das celulas do estroma com celulas hematopoieticas, 
protegendo-as contra efeitos citotoxicos. Essas barreiras de ce¬ 
lulas reticulares estao presentes na medula ossea envolvendo os 
progenitores hematopoieticos. Essas celulas parecem participar 
na liberagao destes precursores para a circulagao. 


Celulas osseas 

Na medula ossea podemos encontrar osteoblastos, osteo- 
clastos e celulas de gordura. As celulas do endosteo parecem 
nao desempenhar papel significativo na hematopoiese. Os 
osteoclastos sao derivados da linhagem mononuclear fagoci- 
taria e respondem a estimulos de Fator Estimulador de Colo- 
nias para Monocitos (M-CSF). 

Macrofagos e linfocitos 

Os macrofagos e linfocitos fazem parte do meio am¬ 
biente medular produzindo fatores de crescimento, como a 
interleucina-3 (IL-3), e participando dos processos de intera- 
gao celula-celula com os precursores hemopoieticos. Os ma¬ 
crofagos e os linfocitos sao parte integrante da camada que 
envolve as culturas de celulas. Em culturas, os linfocitos T e B 
maduros e os plasmocitos sao encontrados, frequentemente, 
proximos a focos de granulocitopoese. 

As celulas do estroma produzem e respondem aos fatores 
de crescimento, como o Fator de Crescimento Derivado de 
Plaquetas - PDGF (platelet-derived growth factor). A a^ao do 
PDGF em macrofagos regula a produgao de IL-1 que, por 
sua vez, ativa as celulas hematopoieticas primitivas. Os ma¬ 
crofagos tambem participam da modulagao da estrutura e da 
composigao da matriz extracelular, alem de desempenhar im- 
portante papel na eritropoese. 

Matriz medular - substancias extracelulares 

As celulas mesenquimais que formam o estroma celu¬ 
lar sao ativas produtoras de proteinas extracelulares (ECM) 
como os proteoglicans, fibronectina, colageno, laminina, he- 
monectina etc. A deficiencia de hemonectina prejudica a 
aderencia das stem cells ao estroma medular. Essas proteinas 
sao intensamente secretadas em areas de hematopoiese ativa. 
Os proteoglicans atuam como mediadores da aderencia dos 
progenitores hematopoieticos ao estroma. A fibronectina lo- 
caliza-se nos sitios de ligagao entre as celulas hematopoieticas 
e o estroma e atuam na interagao entre estas celulas e os focos 
de crescimento de monocitos/granulocitos. Os progenitores 
eritroides tambem se ligam a essa proteina. A deficiencia da 
produgao de colageno reduz a hematopoiese in vitro. 

■ PRODUgAO CELULAR 
Celulas hematopoieticas 

Embora a visao de um corte de medula ossea possa pare- 
cer, a primeira vista, um aglomerado desordenado de celulas, 
existe uma arquitetura que determina uma localizagao especi- 
fica para cada grupo ou conjunto de celulas de acordo com a 
linhagem ou sua fungao. As celulas hematopoieticas repousam 
em cordoes ou grumos localizados entre os sinusoides medu¬ 
lares, pois a vascularizagao destas regioes deve ser excelente. 

Os eritroblastos estao localizados em grupamentos dis- 
tintos, junto a parede dos vasos, denominados ilhas de eri¬ 
troblastos. Essas ilhas sao formadas de circulos concentricos 
de eritroblastos envolvendo um macrofago. Os eritroblastos 


capitulo 49 


589 



Tratado de Analises Clinicas 


das camadas mais internas sao mais imaturos que os locali- 
zados mais externamente. O macrofago central emite pro- 
longamentos citoplasmaticos que envolvem os eritroblastos e 
podem fagocitar uma celula defeituosa ou um nucleo que foi 
expulso. Em verdade podemos considerar a presenga do ma¬ 
crofago nessas ilhas de eritroblastos realizando o controle de 
qualidade das celulas ali produzidas. O micro meio ambiente 
ideal para o desenvolvimento dos eritroblastos e formado por 
fibroblastos, macrofagos e celulas endoteliais. Todos os ele- 
mentos necessarios aos processos de interagao celula-celula 
para a produgao em “steady-state”. 

Os megacariocitos tambem se localizam proximos a 
parede vascular enquanto os granulocitos maturam a uma 
distancia maior dos vasos. Esta estrutura de distribuigao de 
celulas na MO parece ser determinada por adesao especifica a 
determinadas proteinas da matriz e ao suprimento de fatores 
de crescimento de uma linhagem especifica. A intima ligagao 
dos megacariocitos ao endotelio vascular esta relacionada a 
produgao local de fatores de crescimento, como aIL-11, li- 
gante KIT, IL-6 etc., todos relacionados ao desenvolvimento 
dessa linhagem. 

As stem cells e os progenitores de granulocitos estao con- 
centrados nas regioes mais profundas dos cordoes hema- 
topoieticos. Os linfocitos e macrofagos concentram-se ao 
longo das arteriolas, proximas ao centro dos cordoes. 

Os macrofagos sao a fonte de estimuladores e inibido- 
res para a stem cell, IL-1 e Fator de Necrose Tumoral (TNF), 
respectivamente. Estas substancias desempenham papel im- 
portante no controle local da hematopoiese. As celulas do 
estroma e outras celulas da matriz medular sao fundamentais 
para o desenvolvimento das celulas hematopoieticas. 

Adesao celular e localizapao 

A fungao principal da MO e a de suprir o sangue perife- 
rico com celulas maduras, ajustando sua produgao a deman- 
da. As celulas progenitoras hematopoieticas que expressam o 
antigeno CD34 possuem varios receptores de adesao, o que 
permite sua ligagao aos componentes da matriz entre os si- 
nusoides. As intera^oes entre receptores e ligantes facilitam a 
aloca^ao dessas celulas na medula, permitindo, desta forma, 
os contatos celula-celula requeridos para a sobrevivencia e 
proliferagao das mesmas. Existem cinco familias de receptores 
de adesao: 

■ familia da integrina; 

■ superfamilia das imunoglobulinas (ICAM e PE CAM); 

■ familia da selectina (LAM e ELAM); 

■ familia da mucina (CD34); 

■ proteoglican ligado a cartilagem (CD44). 

A expressao dos receptores de adesao e regulada durante 
a maturagao das celulas hematopoieticas. Consequentemente, 
a mobilidade celular nas areas hematopoieticas e a localiza- 
gao e o desenvolvimento das celulas eritroide, granulocitarias 
e linfoides sao controlados por estes receptores, cada grupo 
celular respondendo as substancias presentes em cada um dos 
nichos da matriz medular. 


Proliferapao e matura<;ao da stem cell 

As stem cells mais precoces sao pluripotenciais e capa- 
zes de diferencia^ao tanto em stem cell mieloide quanto stem 
cell linfoide. Essas celulas podem permanecer em estado de 
inatividade, resistem ao ambiente de hipoxia encontrado no 
interior dos espagos entre os sinusoides medulares e tern sua 
prolifera^ao controlada por substancias reguladoras ligadas a 
matriz medular e secretadas pelos macrofagos. Esse estagio de 
desenvolvimento e um dos mais importantes na manutengao 
do numero constante de stem cells durante a vida. 

As celulas progenitoras mais maduras respondem as ci- 
tocinas linhagem-especifica e diferenciam-se em celulas 
precursoras comprometidas, ou comissionadas, com uma li- 
nhagem celular, sofrendo quatro ou cinco divisoes celulares 
ate atingir a maturidade no sangue periferico. 

Os fatores de crescimento hematopoieticos e as citocinas 
sao produzidos por celulas do estroma medular e por outras 
celulas da medula. Alguns desses fatores podem ser expressos 
sob a forma de um ligante que, associado a membrana celular, 
se combina com proteinas da matriz medular, mediando, des¬ 
sa forma, a ligagao das celulas hematopoieticas com a matriz 
medular. A ligagao destas celulas a matriz medular e um pro- 
cesso ativo que leva a ativagao localizada de cinases de adesao. 
Esses eventos explicam a habilidade das celulas do estroma 
em promover a autorrenovagao das stem cells. 

Celulas precursoras 

Apos a maturagao das celulas progenitoras comissiona¬ 
das, os blastos mieloides e eritroides sofrem quatro ou cinco 
divisoes mitoticas. Os blastos megacariocitarios sofrem uma 
unica divisao mitotica e cinco ou seis divisoes endomitoticas 
(divisao nuclear sem divisao citoplasmatica). O numero de 
celulas presentes na medula ossea pode ser estimado atraves 
de estudos de biopsias de medula e por medidas da absorgao 
de ferro radioativo. A Tabela 49.1 fornece uma aproximagao 
razoavel desses numeros baseados nesses metodos e em estu¬ 
dos de cinetica medular. 

Liberagao celular 

A migragao celular ocorre entre as celulas adventicias 
medulares e atraves das celulas endoteliais que desenvolvem 
canais de circulagao durante o transito celular. As celulas em 
migragao promovem a abertura de um poro no citoplasma 
das celulas endoteliais permitindo, desta forma, a passagem da 
celula madura para a circulagao. 

Existem alguns fatores de libera^ao envolvidos no pro- 
cesso de saida das celulas sanguineas da medula. Os melho- 
res caracterizados sao aqueles responsaveis pela liberagao dos 
granulocitos: G-CSF (fator estimulador de colonias de gra¬ 
nulocitos), GM-CSF (fator estimulador de colonias de gra- 
nulocitos-macrofagos), IL-8, componente do Complemento 
C3, esteroides androgenicos e endotoxinas. 

O citoplasma das celulas da bainha adventicia constitui 
uma barreira para a liberagao dos reticulocitos. A eritropoeti- 
na reduz a cobertura celular do sinusoide medular facilitan- 
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Tabela 49.1 Cinetica dos precursores medulares normais. 


Medula 



N £ decelulas/kg 

Tempo detransito (dias) 

Produgao (celulas/kg/dia) 

1 - Serie vermelha 

Eritroblastos 

5,3 x 109 

5,0 

3,0 x 109 

Reticulocitos 

8,2 x 109 

2,8 

3,0 x 109 

II - Megacariocitos 

15,0 x 106 

7,0 

2,0 x 106 

III - Granulocitos 

Pool mitotico 

2,1 x 109 

5,0 

0,85 x 109 

Pool pos-mitotico 

5,6 x 109 

6,6 

0,85 x 109 


do, desta forma, a saida dos reticulocitos atraves das celulas 
endoteliais. Para deixar a medula, os reticulocitos necessitam 
de um gradiente de pressao ao longo da membrana para que 
consigam ultrapassar o poro. As pressoes no interior dos ca- 
pilares sao pulsateis e a pressao necessaria para proporcionar a 
saida dos reticulocitos e transitoria. 

Hemacias nucleadas raramente escapam do controle me- 
dular, sob condigoes normais. A ausencia de eritroblastos em 
circulagao tambem esta relacionada a capacidade do bago em 
sequestrar e retirar de circula^ao eritroblastos que, porventu- 
ra, escapem do controle medular. 

A anemia ou a administra^ao de eritropoetina aumen- 
tam, intensamente, o fluxo sanguineo para a medula e para 
os ossos. O G-CSF aumenta o fluxo somente para a medula, 
explicando, deste modo, a liberagao maci^a de celulas gra- 
nulocitarias que ocorre apos a administra^ao deste fator de 
crescimento. 

Microfotografias de leucocitos deixando a medula os- 
sea revelam uma intensa deformagao destas celulas durante o 
processo de passagem pelo poro da celula endotelial. Entre- 
tanto, essa deforma^ao e maior nos linfocitos e monocitos do 
que aquela observada nos granulocitos devido a seu nucleo 
segmentado. Os granulocitos imaturos devem estar “ancora- 
dos” as celulas reticulares atraves de moleculas de adesao tipo 
lectina. A perda gradual destas moleculas durante o processo 
de maturagao permite a movimenta^ao destas celulas em di- 
re^ao a parede do capilar. Mudan^as nas glicoproteinas na su- 
perficie dos granulocitos medulares maduros podem tambem 
favorecer o contato com o endotelio. 

Os mielocitos e metamielocitos maduros sao capazes de 
responder a estimulos quimiotaticos e podem, atraves de me- 
canismos normais, deixar a medula. 

A liberagao das plaquetas e iniciada quando o citoplasma 
dos megacariocitos invagina-se atraves da bainha adventicia 
dos capilares ate que um poro seja formado na celula endo¬ 
telial. O citoplasma atravessa este poro ate a luz do capilar 
onde, separando-se do corpo da celula, libera as plaquetas. 


O nucleo dos megacariocitos permanece na medula onde e 
posteriormente degradado e fagocitado. 

A invasao da medula ossea por celulas neoplasicas ou te- 
cido fibroso aumenta a frequencia de celulas imaturas em 
circulagao. Danos a arquitetura da medula resultando em da- 
nos a integridade da parede dos capilares tambem podem 
permitir a entrada de celulas imaturas em circulagao indis- 
criminadamente. 

■ CELULAS PLURIPOTENTES, PROGENITORAS E 
CITOCINAS 
Considera^oes gerais 

O nivel de celulas sanguineas circulantes e controlado 
por multiplos fatores celulares e humorais e e rapidamente 
ajustado as necessidades do organismo. As infec^oes, de ma- 
neira geral, resultam numa imediata liberagao de neutrofilos 
maduros do pool medular, seguidas do aumento da produgao 
de granulocitos e monocitos ate que os agentes infecciosos 
sejam controlados. A hemorragia e a hemolise aguda causam 
uma imediata liberagao dos reticulocitos medulares seguida 
de um aumento na produ^ao de eritrocitos sustentado ate 
que os niveis de hemacias retornem ao normal. A produgao 
de plaquetas responde a uma variedade de estimulos, como 
a diminuigao do numero de plaquetas, anemia aguda, infla- 
magao etc. A produgao de linfocitos TeB e modulada pela 
resposta a estimulos (antigenos). 

Em resumo, as celulas maduras sao derivadas das stem cells 
medulares pluripotentes, que se diferenciam em celulas pro- 
genitoras controladas por citocinas circulantes ou ligadas a 
membrana. 

Stem cells e celulas progenitoras 

A stem cell e defmida como uma celula capaz de au- 
torrenova^ao associada a capacidade de se diferenciar em 
progenitores para todas as linhagens hematologicas. A autor- 
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renovagao refere-se a capacidade de produzir celulas-filhas 
com caracteristicas identicas a celula-mae. A sequencia do 
desenvolvimento das celulas progenitoras e maduras a partir 
da stem cell e mostrada na Figura 49.5. 

Estudos realizados em stem cells humanas demonstraram 
que duas celulas-filhas oriundas de uma celula primitiva indi- 
ferenciada podem originar linhagens diferentes. Por exemplo, 
uma das celulas-filhas originando neutrofilos e monocitos e 
a outra dando origem a eritrocitos ou megacariocitos. Essas 
observagoes sugerem um sistema de controle de diferencia- 
£ao no qual a decisao para o comissionamento de uma de- 
terminada celula ocorra durante o ciclo celular (Figura 49.6). 
De maneira geral, conforme caracteristicas especificas se de- 
senvolvem, o potencial proliferativo diminui. 

As Unidades Formadoras de Colonias - Bago (CFU-S) 
sao defmidas como celulas capazes de originar colonias multi- 
linhagem no bago de camundongos irradiados de forma letal. 
Apos sete a nove dias da injegao de uma suspensao de celulas 
obtidas de medula ossea de um doador, observa-se o apareci- 
mento de colonias contendo celulas granulociticas, megaca- 
riociticas e eritroides. Essas colonias contem CFU-S, que sao 
capazes de autorrenova^ao e diferenciagao e podem ser encon- 
tradas em grande numero na medula ossea e no ba^o. 

As CFU-S sao influenciadas pelo micro meio ambien- 
te. Desta forma, cerca de 50% das colonias encontradas na 
superficie do bago sao formadas por celulas eritroides. As 
colonias de granulocitos estao localizadas, preferencialmente, 
em regioes mais profundas deste orgao. Colonias de celulas 
tambem podem ser encontradas na medula ossea, sendo estas, 
geralmente, compostas por precursores granulocitarios. 


Progenitores multipotenciais primitivos 

Duas classes de celulas primitivas, que podem ser clona- 
das em cultura, apresentam alta capacidade de prolifera^ao e 
alguma habilidade para autorrenovagao. Sao elas as Unidades 
Formadoras de Colonias — Blastos (CFU-Blasto) e a Celu¬ 
la Formadora de Colonias de Alto Potencial Proliferativo 
(HPP-CFC). Essas celulas primitivas, derivadas da medula, do 
sangue periferico ou do bago, exigem a presenga de pelo me- 
nos duas citocinas para que possam formar colonias. As co¬ 
lonias de HPP-CFC respondem a presenga de duas citocinas 
originando colonias de macrofagos, porem quando outras ci¬ 
tocinas sao adicionadas ao meio, colonias multilinhagem sao 
formadas (macrofagos, granulocitos e megacariocitos). 

As CFU-Blasto sao colonias de celulas indiferenciadas 
que respondem a multiplos estimulos de citocinas com a 
habilidade de originar precursores celulares mais maduros. 
Experimentos realizados em culturas de celulas altamen- 
te purificadas revelaram que a HPP-CFC e a CFU-Blasto 
necessitam de mais de sete fatores de crescimento para sua 
completa expressao. Alguns fatores de crescimento, quando 
em concentrates otimas, podem agir em sinergismo com 
outros fatores presentes em concentrates minimas. 

As celulas progenitoras sao defmidas como sendo o 
produto da diferenciagao de uma stem cell que restringiu 
seu potencial multilinhagem mantendo alguma capacidade 
de autorrenova^ao. A medida que a matura^ao ocorre, as 
celulas progenitoras se tornam exclusivas para uma deter- 
minada linhagem - eritrocitos, neutrofilos, eosinofilos etc. 
(Tabela 49.2). 


Stem cell 


Stem cell mieioide 

Stem cell 

CFU-GEMM 

linfoide 


CFU-GM 

CFU-Eos 

CFU- 

Mast/Bas 

BFU-E 

BFU-Meg 

Progenitor T 

Progenitor B 









CFU-G 

CFU-M 



CFU-E 

CFU-Meg 








Neutrofilos 

Monocitos 

Eosinofilos 

Basofilos 

Eritrocitos 

Plaquetas 

Linfocitos T 

Linfocitos B 


CFU-GEMM = Unidade Formadora de Colonias de Granulocitos, Eritrocitos, Macrofagos e Megacariocitos. 
BFU-Meg = Unidades Formadoras de Colonias de Megacariocitos. 

CFU-Meg = Unidade Formadora de Colonias de Megacariocitos. 

BFU-E e CFU-E = Unidades Formadoras de Colonias de Eritrocitos. 

CFU-GM = Unidade Formadora de Colonias de Granulocitos e Macrofagos/Monocitos. 

CFU-Eo = Unidade Formadora de Colonias de Eosinofilos. 

CFU-M = Unidade Formadora de Colonias de Monocitos. 

CFU-Mast/Bas = Unidade Formadora de Colonias de Mastocitos/Basofilos. 


Figura 49.5 Esquema da hematopoiese. 
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Neutrofilos 
& Monocitos 



Megacariocitos 

Eritrocitos 

Neutrofilos 

Mastocitos 


Figura 49.6 Relacionamento ciclo celular — linhagem. 


Tabela 49.2 

Celulas progenitoras, linhagens celulares e citocinas. 


Progenitor 

Linhagem 

Citocina 

CFU-GEMM 

Granulocitos, megacariocitos, eritrocitos, macrofagos 

IL-3, GM-CSF e Eritropoetina (EPO). 

BFU-E 

Eritrocitos 

EPO, IL-3, IL-9, GM-CSF, IL-4. 

BFU-Meg 

Megacariocitos 

IL-3, GM-CSF, 

CFU-GM 

Neutrofilos e macrofagos 

GM-CSF eG-CSF 

CFU-M 

Macrofagos/monocitos 

GM-CSF e IL-3 

CFU-G 

Neutrofilos 

G-CSF, GM-CSF e IL-3 

CFU-Eo 

Eosinofilos 

IL-5, GM-CSF e IL-3 

CFU-E 

Eritrocitos 

Eritropoetina e IL-9 

CFU-Meg 

Megacariocitos 

IL-3, GM-CSF, IL-6, IL-4 e EPO. 

CFU-Mast 

Basofilos e mastocitos 

IL-3 e GM-CSF 


Progenitores eritroides 

Estudos baseados em culturas de celulas permitiram um 
detalhamento do compartimento eritroides. Estes estudos 
permitiram o reconhecimento de pelo menos dois proge¬ 
nitores eritroides, o BFU-E e o CFU-E. Sob influencia da 
EPO, esses progenitores podem crescer em cultura e originar 
colonias de eritroblastos. 

■ BFU-E: esta proxima a stem cell no desenvolvimento 
da serie e apresenta baixa taxa de replicagao do DNA. 
Sob a influencia de altas concentrates de EPO e outros 
fatores de crescimento como IL-3 e GM-CSF, podem 
originar colonias de 500 a 5.000 eritroblastos em 14 a 
16 dias. A BFU-E e considerada a precursora da CFU-E. 
Na verdade, apos 6 a 7 dias em cultura, as celulas ori- 
ginadas das BFU-E apresentam todas as caracteristicas 
funcionais das CFU-E. Foi estabelecido atraves de expe- 
rimentos in vivo e in vitro que os estagios mais precoces 
do desenvolvimento da BFU-E nao sao sensiveis a EPO. 


Essas celulas podem sobreviver, em cultura, de 48 a 72 
horas em ausencia de EPO, mas sao absolutamente de- 
pendentes de IL-3. O tamanho do compartimento de 
BFU-E nao e afetado por variates na concentragao de 
EPO na circulagao. 

■ CFU-E: estas celulas estao muito proximas aos eritro¬ 
blastos. Sob influencia de baixas concentrates de EPO, 
a CFU-E pode originar, em 5 a 8 dias, colonias de eritro¬ 
blastos com 8 a 50 celulas. O tamanho do compartimento 
de CFU-E e dependente da concentragao de EPO na 
circulagao. Foi estabelecido que a CFU-E e a celula com 
maior densidade de receptores para EPO. Sendo assim, e 
absolutamente dependente de EPO para sobreviver. 

Prolifera^ao e maturaqao do Eritron 

A proliferate e a maturagao ocorrem simultaneamente 
durante o desenvolvimento do Eritron.Todos os progenitores 
eritroides identificaveis estao destinados a amadurecer. Sendo 
assim, nao tern a capacidade de autorrenovagao. A manuten- 
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£ao do tamanho do compartimento relativo ao Eritron e sua 
expansao sao fungoes do compartimento de stem cells. Sao 
necessarios de 12 a 15 dias para que uma celula no estagio de 
BFU-E se diferencie em eritroblasto. Em 6 a 8 dias a BFU-E 
prolifera e se diferencia em CFU-E, que necessita de 5 a 7 
dias para proliferar e se diferenciar em eritroblasto basofilo. 
Durante esse periodo uma CFU-E sofre de 3 a 5 divisoes 
celulares sucessivas. Provavelmente ocorrem de 3 a 5 divisoes 
durante a matura^ao dos precursores eritroides. Dessa forma, 
cada pro-eritroblasto pode originar de 8 a 32 hemacias. A ca- 
pacidade de divisao celular esta presente ate o estagio de eri¬ 
troblasto policromatico. Os eritroblastos ortocromaticos nao 
sao capazes de sintese de DNA, sendo, portanto, incapazes de 
divisao celular (Figura 49.7). 

Os eventos bioquimicos que ocorrem durante a dife- 
renciagao de stem cell ate o comprometimento com a linha- 
gem eritroide sao desconhecidos. O mesmo acontece com 
o precursor eritroide mais precoce, o BFU-E. Esta celula e 
completamente dependente de IL-3 e apresenta um pequeno 
numero de receptores para EPO. Apos 72 horas em cultura, 
essas celulas tornam-se inteiramente dependentes de EPO 
(BFU-E madura) e em presenga dessa substancia diferen- 
ciam-se em CFU-E. 

Nessa etapa de diferencia^ao varios eventos podem ser 
identificados. A partir de estudos in vitro , foi demonstrado 
que a EPO leva a um aumento na sintese de RNA, seguido 
pela indugao da transcri^ao do gene da globina p. Outros 
eventos bioquimicos associados com a maturagao terminal da 
linhagem eritroide incluem o aumento da entrada na celula 
de glicose e calcio, a sintese de receptores de transferrina, o 
aumento de captagao de ferro e da sintese de hemoglobina. 
A sintese de hemoglobina permanece ativa durante o estagio 
de eritroblasto basofilo e, no estagio de eritroblasto policro¬ 
matico, ja existe hemoglobina em quantidade suficiente no 
citoplasma para que a celula exiba caracteristicas acidofilas. A 
sintese da hemoglobina persiste durante o estagio de eritro¬ 
blasto ortocromatico estendendo-se, embora em menor in- 
tensidade, ate a etapa de reticulocito. As celulas maduras nao 
sao capazes dessa sintese. 

Plaquetas 

As plaquetas sao pequenos fragmentos do citoplasma de 
megacariocitos maduros. Os megacariocitos, alem de serem 


as maiores celulas da medula ossea, apresentam varios aspec- 
tos que os destacam: 

I. sao celulas poliploides, isto e, multiplas duplicates cro- 
mossomiais acontecem sem que haja divisao celular; 

II. originam as plaquetas atraves da fragmenta^ao de seu 
citoplasma e nao por meio de divisao e amadurecimento 
celular como acontece com as outras series hematolo- 
gicas. Sendo assim, as plaquetas sao fragmentos citoplas- 
maticos, nao apresentam nucleo e possuem pouquissima 
atividade biossintetica. 

Possuem uma rede de microtubulos que respondem pela 
manutengao da estrutura plaquetaria, tendo atuagao fun¬ 
damental nos processos de mudanga da forma da plaqueta 
durante sua ativagao. A area mais central do citoplasma e do- 
minada por granulos de tres tipos: granulos a, d e lisossomais, 
que contem uma serie de substancias envolvidas nos proces¬ 
sos fisiologicos das plaquetas. A atuagao das plaquetas no pro- 
cesso hemostatico e inteiramente dependente de substancias 
sintetizadas ainda na “celula-mae”, o megacariocito. 

Embora quase nao exista sintese de substancias na pla¬ 
queta, ha uma grande atividade metabolica, principalmente 
glicolise e fosforilagao oxidativa, que suportam energetica- 
mente atividades como a endocitose e a secregao. O sistema 
canalicular e o sistema tubular denso estao envolvidos inti- 
mamente com a grande superficie de contato da plaqueta e 
os processos de contragao e secre^ao, respectivamente. Sob 
circunstancias normais, as plaquetas sobrevivem por 7 a 10 
dias em circulagao. As plaquetas circulam como fragmentos 
isolados, nao interagindo com outras plaquetas ou com qual- 
quer outro tipo de celula no estado nao ativado ou estado 
nao interativo. 

Progenitores granulocitarios 

Os neutrofilos, eosinofilos e basofilos apresentam padroes 
similares de prolifera^ao, diferenciagao, maturagao, armazena- 
mento na medula ossea e liberagao para o sangue periferico. 
Os detalhes desses processos foram melhor estudados para 
os neutrofilos. Os tres primeiros estagios morfologicamente 
identificaveis da linhagem granulocitaria, mieloblasto, pro- 
mielocito e mielocito, sao capazes de divisao celular. Nos 
estagios posteriores, as celulas nao possuem mais a capaci- 
dade de divisao, porem continuam capazes de diferencia^ao. 


1 a 2 
divisoes 


BFU-E 


6 a 8 5 a 7 

dias dias 


7 a 10 
dias 


> -► 


3 a 5 

3 a 5 

divisoes 

divisoes 

CFU-E 

Pro-eritroblasto 


Eritroblasto basofilo 


Eritroblasto policromatico 


Compartimento 

pos-mitotico 

Eritroblasto ortocromatico 
Reticulocito 
Hemacia 


Figura 49.7 Cinetica do desenvolvimento eritroide. 
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As “fronteiras morfologicas” existentes entre cada um dos 
compartimentos celulares foram definidas baseadas em cri- 
terios morfologicos como tamanho celular, relagao nucleo- 
-citoplasma, aspecto da cromatina, forma do nucleo, presenga 
ou ausencia de nucleolos e a presenga e o tipo de granulates 
citoplasmaticas. 

A classificagao de uma celula em um estagio de matura¬ 
te ou outro e, frequentemente, dificil porque a celula esta, 
na verdade, em transigao entre dois estagios de maturate. 
Entretanto, e necessario que as celulas sejam classificadas em 
compartimentos morfologicos e que valores normais sejam 
atribuidos a cada um deles, pois variagoes numericas destes 
compartimentos sao indicativas de doengas. 

■ REGULAgAO DA PRODUgAO DE 
GRANULOCITOS 

Para as considerate que serao feitas nesta parte do tex- 
to, devemos admitir que o “steady state” existe apenas durante 
curtos periodos. Mudangas de celulas entre os sitios margi¬ 
nal e circulante ocorrem constantemente e fazem parte da 
fisiologia dos neutrofilos. Estudos envolvendo leucoferese 
demonstraram que a reposigao do numero normal de leu- 
cocitos em circulate e feita por meio da mobilizagao dos 
depositos medulares dessas celulas. O aumento do numero de 
neutrofilos em circulate acontece em presenga de infec^oes 
bacterianas, de endotoxinas ou quando da administrate de 
esteroides. Essa resposta e disparada por algum sinal que, de 
alguma forma, estimula a produgao celular levando a reposi- 
pao dos estoques medulares. 

As stem cells pluripotentes que geralmente encontram- 
-se no estado G 0, devem ser induzidas a diferenciagao em 
stem cells comprometidas com a linhagem e entao proliferar 
ativamente. O estimulo ao crescimento e diferenciagao da 
linhagem mieloide e influenciado pelo micro meio ambiente 
medular. Este fato originou o conceito de controle local da 
indugao das stem cells ate celulas comissionadas. 

Baseado em estudos de cultura de celulas, tres tipos ce¬ 
lulares sao responsaveis pelo micro meio ambiente necessario 
a proliferate das stem cells : celulas de gordura, celulas endo- 
teliais e macrofagos. Presume-se que estas celulas do estro- 
ma medular produzam concentrates suficientes de fator de 
crescimento de celulas hematopoieticas (HCGF) necessarias 
a proliferate e a autorrenovagao das stem cells. O HCGF foi 
demonstrado como sendo identico a IL-3. Dessa forma, a 
IL-3 e considerada o principal mediador da autorrenovagao 
e proliferate das stem cells. 

O fator estimulador de colonias (CSF) e um termo usa- 
do para caracterizar uma familia de glicoproteinas necessa¬ 
rias ao crescimento de colonias hematopoieticas in vitro. Os 
CSF sao produzidos por monocitos-macrofagos, alem de 
outros tecidos como os leucocitos circulantes, medula ossea, 
placenta etc. Atualmente quatro substancias foram identifi- 
cadas como sendo capazes de estimular o crescimento de 
colonias. 


I. Multi-CSF ou IL-3 e produzido por linfocitosT ativados 
por antigeno, tern a capacidade de estimular a autorre- 
novagao da CFU-S e sua diferenciagao em CFU-GM, 
BFU-E, CFU-E, CFU-Eos, CFU-Baso e CFU-Meg. 

II. GM-CSF e capaz de estimular o crescimento de colonias 
de granulocitos e macrofagos. Em altas concentrates, 
pode tambem estimular a formagao de colonias de eosi- 
nofilos, megacariocitos e eritrocitos. 

III. G- CSF e o responsavel pela forma^ao de colonias de 
granulocitos contendo celulas maduras estimulando, pre- 
ferencialmente, promielocitos e mielocitos. 

IV. M-CSF que estimula predominantemente colonias de 
macrofagos podendo, em alguns casos, agir tambem so- 
bre colonias de granulocitos. 

Receptores distintos para cada um dos CSFs foram iden- 
tificados, e sua distribuigao esta restrita aos progenitores e 
celulas em amadurecimento da linhagem celular alvo. O nu¬ 
mero de receptores por celula e pequeno, porem a afmidade 
entre receptor e ligante e alta, o que leva a produgao de efeito 
biologico mesmo diante de uma baixa ocupa^ao dos recep¬ 
tores. Os CSFs sao tambem necessarios a sobrevivencia dos 
progenitores e celulas maduras in vitro, e podem comissionar 
celulas progenitoras bipotenciais (CFU-GM), alem de esti¬ 
mular varias fungoes celulares. 

Progenitores linfoides 

Os linfocitos constituem-se em uma populagao de celu¬ 
las heterogeneas que diferem enormemente uma das outras 
em termos de origem, vida util, localizagao nos orgaos linfoi- 
des, estrutura da superficie da membrana e fungao. Embora 
algumas caracteristicas morfologicas como o tamanho, a pre- 
sen^a de granulates ou a relagao nucleo-citoplasma possam 
distinguir populates de linfocitos, nao fornecem qualquer 
indicativo de sua linhagem ou origem. O metodo mais im- 
portante e preciso, atualmente utilizado em laboratorio, para 
a identificagao dessas celulas esta baseado na caracterizagao de 
certas glicoproteinas localizadas na membrana dos linfocitos 
que sao genericamente denominadas marcadores. Essa forma 
de identifica^ao celular obteve grande avango com o desen- 
volvimento dos anticorpos monoclonais e a tecnologia da 
citometria de fluxo (Tabela 49.3). 

Linfocitos B 

Os linfocitos B sao gerados ao longo da vida, proporcio- 
nando um continuo suprimento de novas celulas B, aptas a 
produzirem anticorpos contra uma ampla gama de possiveis 
agentes patogenicos que devem ser reconhecidos e repelidos. 
Cada celula B carrega um unico receptor gerado por meio de 
rearranjos dos genes das imunoglobulinas. Os fenomenos de 
rearranjo que levam a produgao das duas cadeias da molecula 
de imunoglobulina ocorrem durante o desenvolvimento das 
celulas B na medula ossea, e sao regulados de modo que cada 
celula B madura produza apenas uma unica cadeia pesada e 
uma cadeia leve, sendo portadoras, assim, de uma unica espe- 
cificidade (Figura 49.8). 
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Tabela 49.3 Principals marcadores da linhagem linfoide. 



Progenitor B precoce Pre-B precoce Pre-B 

Celula B imatura 

Celula B madura 



CD45R 
MHCclasse 
CD1 9 
CD38 


CD1 0 





Marcadores de superficie celular 


CD45R 

MHCclasse II CD19 

CD38 

CD40 


CD45R 
MHC classe I 
m 

CD1 9 
CD20 
CD38 
CD40 


CD45R 

MHCclasse II IgM 

CD1 9 

CD20 

CD21 

CD40 



CD45R 

MHCclasse II IgM, IgD 

CD1 9 

CD20 

CD21 

CD40 



Progenitor B Pre-B 

precoce 



Pre-B 



Orgao linfoide 
secundario 



Celula B 
memoria 


Plasmocito 


Figura 49.8 Desenvolvimento da linhagem linfoide “B”. 


A expressao dos receptores de antigeno na superficie do 
linfocito B marca uma importante linha divisoria em seu ciclo 
de vida. A ligagao de antigeno as imunoglobulinas de superfi¬ 
cie, quando ocorre precocemente no desenvolvimento, conduz 
a inativagao ou a morte da celula B, garantindo, dessa forma, a 
tolerancia aos antigenos proprios. 

A via de diferenciagao que conduz uma celula-tronco he- 
matopoietica ate um linfocito B maduro pode ser dividida em 
cinco etapas: progenitor B precoce, celula pre-B precoce, celula 
pre-B, celula B imatura e celula B madura. 

Celulas B virgens e ja amadurecidas, que coexpressam IgM 
e IgD, deixam a medula ossea para circularem pelos orgaos lin- 
foides secundarios, incluindo os linfonodos, o bago e as placas 
de Peyer no intestino, ate encontrarem o antigeno. Apos intera- 
girem com o antigeno e com celulas T auxiliares especificas, a 


progenie de celulas B se acumula nos foliculos linfoides e forma 
centros germinativos, nos quais sofrem proliferagao e modifica- 
goes nos genes da regiao variavel das imunoglobulinas. 

As celulas B se diferenciam, entao, em celulas plasmaticas, 
que secretam grandes quantidades de anticorpos, ou em celulas 
de memoria, de vida longa, que contribuem para uma imuni- 
dade protetora persistente. Muitas celulas plasmaticas migram 
para a medula ossea, enquanto outras permanecem nos orgaos 
linfoides. 

Linfocitos T 

As celulas T se desenvolvem a partir de celulas-tronco da 
medula ossea e seus progenitores e migram para o timo, onde 
amadurecem. No timo, as celulas T imaturas, ou timocitos, 
proliferam e se diferenciam, passando por diversos estagios 
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que podem ser identificados por meio de seus marcadores de 
superficie CD44 e CD25, do complexo CD3 (receptor de 
celulaT e CD4 ou CD8). O desenvolvimento das celulas T e 


acompanhado por extensiva morte celular, refletindo a inten- 
sa sele^ao das celulas T, com elimina^ao daquelas portadoras 
de receptores com especificidade inadequada (Figura 49.9). 



Linfocito T 
Citotoxico 
CD8 


Linfocito T 
Helper 
CD4 


Figura 49.9 Desenvolvimento da linhagem linfoide “T”. 
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■ INTRODUgAO 

As anemias obedecem a um padrao de analises que ne- 
cessita de uma visao introdutoria da hematopoiese e de valo- 
res referenciais devido a intrinseca relagao de causas e efeitos 
dos seus diferentes tipos. 

Hematopoiese e valores referenciais em hematologia sao 
abordagens distintas, porem extremamente ligadas no senti- 
do do entendimento do resultado de um hemograma. Nesse 
contexto a avaliagao se faz, sob o ponto de vista dos resultados 
numericos, nas formas independentes das tres series celulares 


do sangue, quais sejam, a serie vermelha - em que sao consi- 
derados os eritrocitos e seu principal componente, a hemo- 
globina; a serie branca - em que se avaliam os diferentes tipos 
de leucocitos; e a serie trombocitica ou plaquetaria - em que 
se determinam as plaquetas. A avaliagao do plasma e de alguns 
de seus inumeros componentes tambem se reveste de grande 
importancia, uma vez que, diante de um quadro patologico, 
o medico e o profissional de laboratorio precisam analisar o 
conjunto de informagoes para interpretar o resultado de um 
determinado exame, conforme Tabela 50.1. 


Tabela 50.1 

Paciente masculino adulto 

com hemorragia cronica e inflamagao de garganta. 

Resultado laboratorial 

Resultado que interessa ao medico 

CE: 

3.930.000/mm 3 


Ht: 

29% 


Hb: 

8,6 g/dL 

Hb: 8,6 g/dL 

VCM: 

73,7 fL 


HCM: 

21,8 pg 

HCM: 21,8 pg 

CHCM: 

29,6 g/dL 


RDW: 

15% 


Morfologia: 

Microcitose e hipocromia 

Morfologia: microcitose e hipocromia 

Ferro serico: 

38 j-ig/d L 

Ferro serico: 38 pg/dL 

CTLFe:* 

320 pg/dL 


1ST:** 

11,8% 

1ST: 11,8% 

Ferritina: 

360 pg/dL 

Ferritina: 360 pg/dL 

Leucocitos: 

14.700/mm 3 

Leucocitos: 14.700/mm 3 

Plaquetas: 

195.000/mm 3 

Plaquetas: 195.000/mm 3 


* CTLFe: Capacidade total de ligagao de ferro. 

** 1ST: Indice de Saturagao de Transferrina 

Observagao: o exemplo e meramente ilustrativo, inclusive em relagao a opgao de interesse do medico. 
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A pergunta que se faz e: Por que entre as 14 avalia^oes 
laboratoriais apenas oito interessaram ao medico? A resposta 
e simples: objetividade analitica dos resultados. Essa objeti- 
vidade inclui a historia clinica do paciente e resultados que 
realmente podem colaborar para explicar a situa^ao, naquele 
momento, do paciente. A Hb: 8,6 g/dL indica anemia mo- 
derada, o HCM: 21,8 pg (diminuido) indica que se trata por 
deficiencia de hemoglobina, que e confirmada pela hipocro- 
mia da morfologia. Diante do fato de que a maior causa de 
anemia no Brasil e por deficiencia de ferro (no presente caso 
devido a perda cronica de sangue), a avaliagao de ferro e in¬ 
dice de saturagao da transferrina sao fundamentais. O ferro 
serico de 38 pg/dL esta diminuido e o 1ST de 11,8% e pa- 
tognomonico de anemia por deficiencia de ferro. A ferritina 
de 360 pg/dL esta elevada, e por ser um sensivel marcador de 
fase aguda de infecgao/inflama^ao, confirma a inflama^ao de 
garganta do paciente. A discreta leucocitose justifica a infla- 
magao e o numero normal de plaquetas mostra que, apesar do 
processo hemorragico, sua atuagao nao esta comprometida. 

Para se chegar a essa forma de raciocinio e preciso co- 
nhecer muito bem a hematopoiese, e notadamente a eritro- 
poese, para relaciona-la com os resultados de um eritrograma. 

■ ERITROPOESE 

Essa terminologia se refere exclusivamente a formagao 
dos eritrocitos, desde a celula-tronco pluripotencial primi- 
tiva, das celulas nucleadas intermediarias (eritroblastos), re- 
ticulocitos, eritrocitos, fatores da eritropoese (eritropoetina 
ou EPO, vitamina B 19 , acido folico e ferro), fatores geneticos, 
fatores ambientais (infecgao, queimadura etc.). Portanto, a 
eritropoese nao se refere apenas ao desenvoivimento morfo- 
logico e funcional dos eritrocitos e de seus precursores, mas 
tambem e dependente de situates inesperadas, por exemplo, 
incompatibilidade materno-fetal de Rh, entre outras. 

Para entender o conjunto da eritropoese, a Figura 50.1 
resume os principal eventos do seu sucesso e insucesso. 

O periodo total da eritropoese, do momento em que a celu¬ 
la-tronco pluripotencial e estimulada pela interleucina-3 (IL-3) 
a se dividir, ate a formagao do eritrocito, dura aproximadamente 
de oito dias. Somente o reticulocito consome cerca de tres dias 
nesse processo. O eritrocito, ao sair da medula ossea, adquire a 
forma biconcava nos primeiro momentos de exposi^ao na cir- 
culagao sanguinea, processo que e promovido por fatores fisico- 
-quimicos que regulam a permeabilidade celular com destaques 
para as bombas de sodio, potassio, calcio e ATPase. O eritrocito 
normal tera bom desempenho por 100 dias, aproximadamente. 
Entre o 100 2 ao 120 2 dias de vida eritrocitaria, as bombas de 
permeabilidades perdem gradualmente suas agoes biologicas e a 
morfologia biconcava muda para a forma esferica. Os eritrocitos 
esfericos e envelhecidos rolam com dificuldades na microcircu- 
la^ao, notadamente na do sistema reticuloendotelial, dos quais 
80% a 85% serao fagocitados pelos macrofagos, enquanto 15% a 
20% hemolisam espontaneamente na propria circulacao. Por es- 
sas razoes observam-se alguns poucos eritrocitos deformados em 
pessoas sem anemia, alguns com corpos de Heinz - corpusculo 



Figura 50.1 Representa^ao da evolu^ao do desenvolvimento das 
celulas do sangue, com destaque para a forma^ao dos eritrocitos e 
suas relates com processos normais para sua evolu^ao e processos 
que dificulta o amadurecimento celular. 
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indicative* de degradagao da hemoglobina e, portanto, possibi- 
lidade de apoptose eritrocitaria. No processo de fagocitose dos 
eritrocitos envelhecidos pelos macrofagos, estabelecem-se agoes 
imunologicas de reconhecimento dos produtos fagocitados e 
que resultarao na liberagao de IL-3 para estimular as celulas- 
-tronco pluripotenciais a se reproduzir, bem como os atomos 
de ferro acumulados pelos macrofagos e obtidos das moleculas 
de hemoglobinas dos eritrocitos fagocitados serao passados por 
meio de receptores celulares especificos aos eritroblastos baso- 
filos, policromaticos e ortocromaticos, para serem utilizados na 
sintese de moleculas de hemoglobinas. 

Por todas essas razoes e fundamental o conhecimento 
da eritropoese, o desenvolvimento normal das agoes de su- 
cesso na formagao eritrocitaria, bem como as possibilidades 
de causas de insucesso na eritrogenese. Ao conhecermos essas 
possibilidades, as analises quantitativas e qualitativas (citologi- 
cas) dos eritrocitos se tornam explicaveis quando normais ou 
alteradas. Para que esse processo de analise se tornasse possivel 
de ser avaliado por diferentes profissionais, surgiram os valo- 
res referenciais para as tres series celulares. 

■ VALORES REFERENCIAIS EM HEMATOLOGIA 

Os valores referenciais em hematologia comegaram a ser 
adotados na decada de 1920 do seculo passado em laborato¬ 
ries americanos e europeus, e na decada de 1930 no Brasil. 
Esses valores obedecem basicamente a “distribuigao normal” 
obtida do calculo matematico da fungao de densidade de pro- 
babilidade, conhecida como distribuigao de Gauss. Por meio 
de analises de populagoes sadias, estratificadas por faixas eta- 
rias e sexo, obtiveram-se valores medios das avaliagoes deseja- 
das e de seus respectivos desvios padroes, estabelecendo-se o 
que denominamos atualmente de valores minimo e maximo. 

Todos os valores obtidos em analises hematologicas obe¬ 
decem esse modelo de estrutura estatistica. Inicialmente, os 
valores hematimetricos foram obtidos de analises quimicas e 
fisico-quimicas realizadas por processos manuais. Desses pro- 


cessos obtiveram-se nao apenas os valores referenciais, mas 
os conhecimentos basicos de suas reagoes quimicas, das 
quantificagoes e das escalas de medigao (mm 3 , g/dL, pg, 
fL etc.). 

Com o advento da automagao e, posteriormente, da au- 
tomagao informatizada, obedeceram-se nao somente os prin- 
cipios fisico-quimicos das analises, mas tambem a adogao dos 
valores padroes obtidos pelos metodos manuais. Nas sequen¬ 
ces de transferences de procedimentos manuais para os au- 
tomatizados, e destes para os automatizados-informatizados, 
surgiram novos dados obtidos de avaliagoes computacionais, 
por exemplo, RDW (avaliagao da superficie eritrocitaria), 
MPV (volume medio plaquetario) etc. 

E importante ressaltar que os valores referenciais, por 
mais consagrados que sejam na literatura cientifica, sofrem 
interferencias enormes na sua configuragao. Dentre essas in¬ 
terferences, destacam-se: 

a) extratos socioculturais das populagoes analisadas; 

b) condigoes de saneamento e estrutura social e am- 
biental das comunidades (cidades, bairros, hospitals) 
em que o laboratorio atua; 

c) qualidade tecnica dos procedimentos analiticos, 
quer sejam manuais, automatizados ou automa¬ 
tizados-informatizados. 

Por todas essas razoes, o desejavel seria que os valores 
referenciais fossem extraidos da populagao sadia na comuni- 
dade em que o laboratorio atua. Essa e uma questao singular, 
porem de dificil aplicabilidade. Por isso buscam-se valores re¬ 
ferenciais mais abrangentes. 

Entretanto, mesmo na populagao brasileira ha que se 
considerar as diferengas regionais, sociais e culturais, alem das 
estruturas fisicas da cidade (p. ex.: saneamento basico adequa- 
do, sistema de saude atuante etc.) em que o laboratorio esta 
inserido, como ja foi apresentado anteriormente. 

Os valores referenciais que apresentamos nasTabelas 50.2 
e 50.3 a seguir foram obtidos de uma ampla populagao cujos 


Tabela 50.2 Valores minimos e maximos dos valores eritrocitarios, conforme a faixa etaria e sexo em adultos obtidos de 
populagoes de cinco cidades brasileiras # . 


Eritrograma 

RN* 

1 a 11 meses 

1 a 2 anos 

3 a 10 anos 

10 a 15 anos 

Adulto** masc. 

Adulto** fern. 

Eritrocitos 

5,2 

4,0-4,9 

4.0-5,1 

4,0-5,1 

4,0-5,1 

4,5-6,1 

4,0-5,4 

Hemoglobina 

17,0 

10,6-13,0 

11,5-14,5 

11,5-14,5 

11,5-14,5 

12,5-16,5 

11,5-15,5 

Hematocrito 

52,0 

33-41 

34-42 

34-42 

34-42 

40-54 

36-48 

HCM 

27-31 

25-29 

26-29 

26-29 

26-29 

27-29 

27-29 

VCM 

80-100 

75-90 

77-90 

77-90 

77-90 

77-92 

77-92 

CHCM 

30-35 

30-35 

30-35 

30-35 

30-35 

30-35 

30-35 

RDW 

10-15 

10-15 

10-15 

10-15 

10-15 

10-15 

10-15 


* Valores medios 

** O termo adulto nesse caso e considerado quando os niveis hormonais estao bem estabelecidos e a massa corporal bem definida, geralmente acima dos 
15 anos. 

# Sao Jose do Rio Preto, SP; Cedral, SP; Jose Bonifacio, SP; Fronteira, MG; Frutal, MG. 

Fonte: Naoum PC; 2005. 
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Tabela 50.3 Valores minimos e maximos dos valores globais (contagem 
de leucocitos obtidos de populagoes de cinco cidades brasileiras # . 

absoluta) e especificos (contagem 

percentual) 


1 

a 3 anos 

4 a 14 anos 

Acima de 14 anos 

Leucocitos 

% 

absoluta** 

% 

absoluta** 

% 

absoluta** 

Leucocitos 

Totais 


5,0-15,0 


4,5-13,5 


4,0-10,0 

N. bastonete* 

2-8 

0,1-0,6 

2-4 

0,1-0,4 

2-4 

0,1-0,4 

N. segmentado* 

20-40 

2,0-6,0 

35-55 

2,0-6,0 

36-66 

2,0-7,5 

Eosinofilo 

4-10 

0,2-1,5 

4-8 

0,3-1,0 

2-4 

0,1-0,4 

Basofilo 

0-1 

0,0-0,1 

0-1 

0,0-0,1 

0-1 

0,0-0,1 

Linfocito 

40-60 

2,0-8,0 

30-55 

1,5-6,5 

25-45 

1,5-4,0 

Monocito 

4-10 

0,2-1,5 

4-10 

0,2-1,0 

2-10 

0,2-0,8 


* N: Neutrofilo 

** x 10 9 /L ou x 1.000/mm 3 

# Sao Jose do Rio Preto, SP; Cedral, SP; Jose Bonifacio, SP; Fronteira, MG; Frutal, MG. 
Fonte: Naoum PC; 2005. 


participantes eram provenientes de cinco cidades do interior 
dos estados de Sao Paulo e de Minas Gerais. E possivel que 
esse contingente represente com mais especificidade a popu- 
la^ao brasileira. 

■ ANEMIAS - CONCEITOS BASICOS 

Anemia e uma palavra latinizada ( anaemia) proveniente 
do significado grego de aima (sangue) e o prefixo an (falta 
de), resultan do a palavra anaima (pessoa com falta de sangue). 

Atualmente considera-se anemia a constata^ao clinica e 
lab orator ial de uma pessoa com valor de hemoglobina abaixo 
do esperado para sua faixa etaria, conforme mostra a Tabela 
50.4, a seguir: 


Tabela 50.4 Valores normals para hemoglobinas em dife¬ 
rentes fases do desenvolvimento etario. 

Faixas etarias 

Hb (g/dL)* 

Sangue de cordao (RN) 

13,0-20,0 

Primeiro dia de vida 

15,0-23,0 

Criangas de 1 mes a 6 anos 

10,5-14,5 

De 6 anos a 14 anos 

11,5-14,5 

Homem acima de 14 anos 

12,5-16,5 

Mulheres acima de 14 anos 

11,5-15,5 


* Os valores variam discretamente entre diferentes laboratories. 
Fonte: Hoffbrand AV e colaboradores; 2008. 


As causas que induzem o estado de anemia em uma pes¬ 
soa sao muito diversas; entretanto, as principais delas se ob- 
servam como consequencias de varios tipos de doengas (p. 
ex.: hemorragias, cancer, aplasia de medula etc.), bem como 
alteragoes decorrentes de insucessos biologicos da propria 
eritropoese. Por essas razoes, a defmi^ao de anemia e a redu- 
gao de concentragao do teor de hemoglobina. 

O estado de anemia, notadamente a anemia cronica, tern 
consequencias ao portador e podem ser resumidas em dois 
mecanismos que alteram processos fisiologicos resultantes de 
sua agao normal, a saber: 

a) O transporte deficitario de oxigenio pela redugao da 
hemoglobina diminui as atividades metabolicas de 
todas as celulas e induz a disfun^oes organicas gene- 
ralizadas, cujos principais sintomas caracterizam-se 
por cansago, fraqueza e mal-estar geral. 

b) Particularmente nos processos cronicos de anemia, o 
organismo procura se adaptar a situagao patologica 
com evidentes desgastes fisiologicos, especialmente 
para o sistema cardiorrespiratorio. 

Deve-se ressaltar que, ao considerarmos o estado ane- 
mico de uma pessoa, e necessario, alem da avaliagao da con- 
centragao do teor da hemoglobina, a avaliagao completa do 
hemograma, observando com detalhe os resultados do eri- 
trograma e, com especificidade, os valores dos indices hema- 
timetricos de VCM (volume corpuscular medio) e HCM 
(hemoglobina corpuscular media). Justamente esses dois 
indices determinam a classificagao laboratorial das anemias 
em microciticas/hipocromicas, normociticas/normocromi- 
cas, e macrociticas. 
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Alem dos valores do eritrograma, e importante ressaltar a 
essencia da morfologia eritrocitaria que se obtem da criterio- 
sa analise citologica efetuada em microscopio. Por mais pa- 
rametros que tenha o mais moderno contador automatizado 
de celulas, jamais ele alcangara as centenas de parametros que 
a mente humana de um profissional experimentado podera 
realizar. 

Outros testes importantes sao fundamentais no estabele- 
cimento de causas e consequencias de anemias, conforme o 
exposto naTabela 50.5. 

■ CLASSIFICAgAO DAS ANEMIAS 

A classificacao das anemias pode obedecer a varios 
criterios, e entre os mais utilizados na pratica laboratorial 
destacam-se a classificacao laboratorial e a classificacao fisio- 
patologica. 


A classificacao laboratorial da anemia se suporta nos re- 
sultados dos indices hematimetricos (VCM e HCM), resul- 
tando em tres tipos de anemias: normocitica/normocromica, 
microcitica/hipocromica e macrocitica, conforme o esquema 
(Figura 50.2). 

A classificacao laboratorial de anemias e, portanto, a for¬ 
ma mais comum na comunicagao entre laboratorio e medico; 
entretanto, ha de se destacar que nem sempre a anemia nor¬ 
mocitica/normocromica e um indicativo de que os eritro- 
citos estejam nor mais em seus tamanhos, formas e cromias. 

Na realidade a maioria das anemias normociticas/nor- 
mocromicas tern diversidades morfologicas caracterizadas 
por macrocitos, microcitos e poiquilocitos, em que o valor 
medio do volume eritrocitario (VCM) resulta normal. Da 
mesma forma a diferenca de cromia, por exemplo, microcitos 
hipocromicos e macrocitos normocromicos, resulta em valor 
medio de hemoglobina intraeritrocitaria (HCM) normal. 


Tabela 50.5 Principals analises para determinar causas e consequencias de anemias. 

Analises* 

Significado 

Contagem de reticulocitos 

Diminuida: anemias hipoproliferativas 

Aumentada: anemias hemoliticas, hemorragia aguda 

Normal: importante realizar mielograma 

Ferro serico 

Diminuido: ferropenia 

Aumentado: sobrecarga de ferro 

Normal: inicio de anemia* 

Capacidade total de ligagao do ferro 

Diminuida: neoplasias, nefropatias, hipotransferrinemia* 

Aumentada: ferropenia 

Normal: pode ocorrer no inicio da anemia 

Saturagao de transferrina 

Diminuido: ferropenia 

Aumentada: anemias hemoliticas e sobrecarga de ferro 

Normal: anemias por outras causas 

Ferritina 

Diminuido: ferropenia** 

Aumentado: Infecgoes, inflamagoes, sobrecarga de ferro, anemias hemoliticas, 
lesoes hepaticos e alcoolismo*** 

Normal: anemias por outras causas que nao seja ferropenia ou hemolitica 

Eletroforese de hemoglobinas 

Alterada: Hb S (doenga falciforme e outras variantes) 

Hb H (talassemia a) Hb A 2 aumentada (tal. p menor) etc. 

Normal: anemias por outras causas 

Dosagem de G6PD 

Diminuida: deficiencia de G6PD 

Aumentada: anemias por outras causas 

Normal: anemias por outras causas 


* Em casos de suspeita clinica de anemia. 

** Na ausencia de inflamacoes, infeccoes etc., a ferritina diminui antes da reducao do ferro serico. 

*** Por ser a ferritina uma protefna de fase aguda, suas variacoes sao dependentes do estado clinico do paciente. 
Fonte: Brain BJ, Gupta RA; 2003. 
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Classificagao laboratorial 




de anemias 



r 

? 

f 

Normocitica 

normocromica 

Microcitnca 

. . . . Macrocitica 

hipocromica 


Eritrocitos 

i 

i/N t 

1 

Hemoglobina 

i 

1 

1 

Hematocrito 

i 

1 

1 

VCM 

N 

1 

t 

HCM 

N 

1 

N 

CHCM 

N 

N/l 

N 

RDW 

t 

t 

t 


Figura 50.2 Naoum PC, Naoum FA; 2004. 

Por fim, em casos de anemia normocitica/normocro- 
mica com alteragoes morfologicas de eritrocitos, esses fatos 
devem ser relatados, por exemplo: “anemia normocitica/ 
normocromica com morfologia eritrocitaria composta por 
microcitos hipocromicos, esquisocitos, celulas em alvo e ma- 
crocitos”. 

O valor de RDW quando associado aoVCM facilita a 
configuragao da morfologia eritrocitaria que podera ser en- 
contrada na analise morfologica, conforme o Quadro 50.1. 

Quando se tern informagoes clinicas do paciente, a clas- 
sificagao laboratorial se torna mais facil de ser compreendida, 
porem, nem sempre essas informagoes sao prestadas ao labo- 
ratorio, conforme a exposigao a seguir: 

a) Situagroes patologicas mais comuns nas ane¬ 
mias normociticas/normocromicas: cancer, 
doenga renal, invasao tumoral da medula ossea, 
hemorragia aguda, inflamagao, anemia hemolitica 
adquirida, anemia falciforme e fase inicial da defi- 
ciencia de ferro. 


b) Situagroes patologicas mais comuns nas ane¬ 
mias microciticas/hipocromicas: deficiencia 
cronica de ferro, hemorragia cronica, talassemias 
menor, intermedia e maior, S/p talassemia, S/a ta- 
lassemia e anemia sideroblastica. 

c) Situagroes patologicas mais comuns nas ane¬ 
mias macrociticas: deficiencias de vitamina B 19 e 
folatos, mielofibrose, doengas hepaticas e anemia me- 
galoblastica, anemia hemolitica com reticulocitose. 

Contudo, as anemias classificadas por meio das altera^oes 
fisiopatologicas do paciente determinam o que denomina- 

mos classifica^ao fisiopatologica da anemia, conforme 
mostra o esquema a seguir (Figura 50.3). 




Classificagao fisiopatologica 





de anemias 



1 

r 



r 

Hemorragica 

Hemolitica Hipoproliferativa Aplastica 


Aguda Hereditaria Deficit nutricional Insuficiencia 

cronica adquirida deficit absorgao medular 


Figura 50.3 Naoum PC, Naoum FA; 2004. 

As causas de cada um dos processos que originam as fa- 

lhas fisiopatologicas sao muito variadas, mas as principais sao: 

■ Hemorragia aguda: sangramento volumoso, interno 
ou externo. 

■ Hemorragia cronica: sangramento continuo, de pe- 
queno volume, nos tratos gastrintestinal, urinario ou 
reprodutivo. 

■ Hemolitica hereditaria: Hemoglobinopatias, enzimo- 
patias e doengas de membrana. 

■ Hemolitica adquirida: malaria, queimadura, autoi- 
mune, hiperesplenismo, hemoglobinuria paroxistica no- 
turna, doenga hemolitica do recem-nascido e transfusao 
ABO incompativel. 

■ Hipoproliferativa por deficit nutricional: deficien¬ 
cias de vitamina B 12 , acido folico ou ferro. 


Quadro 50.1 Configuragao da morfologia eritrocitaria. 

RDW 

VCM normal 

VCM diminuido 

VCM aumentado 

Normal 

Normocitose 

Microcitose 

Macrocitose 



homogenea 

Macropoiquilocitos 

Aumentado 

Anisocitose 

Micropoiquilocitos* 

Macropoiquilocitos** 


Micromacrocitica 




* Dacriocitos, microesquisocitos, leptocitos etc. 

** Macrocitos policromatofilos (reticulocitose), megalocitos etc. 
Fonte: Naoum PC; 1997. 
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■ Hipoproliferativa por deficit de absor^ao: de¬ 
ficiencia de receptor celular para vitamina B 19 (fator 
intrlnseco), deficiencia de transferrina, sindrome de ma 
absor^ao e gastrectomia. 

■ Aplastica por insuficiencia de produ^ao medular: 

destrui^ao do tecido medular por virus, toxicidade, mie- 
loftise (mielofibrose, mieloma, metastase e leucemia). 

De todas as situagoes apresentadas, as dificuldades mais 
frequentes se devem a diferenciagao laboratorial das duas 
principals causas das anemias microclticas e hipocromicas, ou 
seja, anemia ferropriva e talassemias a ou p menor. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS 
ANEMIAS MICROCITICAS E HIPOCROMICAS 

O diagnostico laboratorial das anemias microclticas e hi¬ 
pocromicas inicia-se com a avaliagao do eritrograma, confor- 
me mostra aTabela 50.6.0 caso 1 exemplifica um eritrograma 
tipico de anemia ferropriva, enquanto o caso 2 exemplifica a 
anemia microcitica e hipocromica de talassemia p menor. 

As avaliagoes especificas com a utilizagao de tecnicas que 
dimensionam o status de ferro, as eletroforeses qualitativa e 
quantitativa de hemoglobinas e a contagem de reticulocitos 
sao capazes de diferenciar a grande maioria dos casos de ane¬ 
mia microcitica e hipocromica. 


O status de ferro no processo da investigagao laborato¬ 
rial e composto por tres dosagens bioquimicas (ferro serico, 
ferritina e capacidade total de ligagao do ferro ou CTLF) 
e uma avaliagao obtida por calculo matematico que resulta 
na saturagao de transferrina (Ferro serico x 100/CTFL). Por 
meio do painel de avaliagao de ferro serico, ferritina, CTLF e 
saturagao da transferrina e possivel supor as principals causas 
de anemia microcitica e hipocromica (Tabela 50.7). 

Muitas vezes, entretanto, os resultados da avaliagao do status 
de ferro nao conseguem identificar a causa da anemia microci¬ 
tica e hipocromica. Nessas situagoes as eletroforeses qualitativas 
e quantitativas de hemoglobinas podem auxiliar a definifao do 
diagnostico. A consulta aTabela 50.6 facilita essa interpretagao. 

A contagem de reticulocitos auxilia o diagnostico labo¬ 
ratorial da anemia microcitica e hipocromica. Nas situates 
decorrentes da deficiencia de ferro e na anemia sideroblastica, 
os valores de reticulocitos se situam abaixo da normalidade 
(< 0,5%). Nas talassemias a e p menor e comum observar 
discreta reticulocitose (> 2,5% a 3,5%). Nas talassemias inte- 
rativas (tal. p/Hb S e tal. p/Hb C) ha evidente reticulocitose 
(> 3,5%). Nos casos por intoxicagao de chumbo a contagem 
de reticulocitos pode estar normal, porem e mais frequente 
a sua diminui^ao. 

Finalmente, o diagnostico diferencial para anemia mi¬ 
crocitica e hipocromica em pessoas intoxicadas pelo chumbo 
se faz por meio da dosagem de chumbo sanguineo. Para a 


Tabela 50.6 Eritrogramas tipicos de 
e idade. 

anemia ferropriva (caso 1) e 

talassemia p menor (caso 2), independentemente de sexo 


Caso 1 


Caso 2 


Eritrocitos (/mm 3 ) 

4.000.000 

U) 

5.000.000 

(N) 

Hematocrito (%) 

30 

a) 

34 

(1) 

Hemoglobina (g/dL) 

10 

U) 

10 

U) 

VCM (fL) 

75 

(1) 

68 

(1) 

HCM (pg) 

25 

U) 

20 

U) 

CHCM (g/dL) 

33 

(N) 

29 

(N) 

RDW (%) 

17 

(t) 

17 

(t) 

Morfologia comum 

Anisocitose 

Poiquilocitose 

Microcitos 

Leptocitos 

Celulas-alvo 

Flipocromia 


Anisocitose 

Poiquilocitose 

Microcitos 

Esquisocitos 

Dacriocitos 

Celulas-alvo 

Flipocromia 

Pontilhados basofilos 



Observa<;ao: As setas (-») indicam os principais diferenciadores citologicos, coimuns em portadores de talassemias. 
Fonte: Naoum PC; 1997. 
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anemia sideroblastica e comum os procedimentos da Colo¬ 
rado dos eritrocitos e eritroblastos de esfregagos de sangue 
medular com o corante azul da Prussia. 


Tabela 50.7 Painel de avalia^ao do status de ferro das 
principals anemias microciticas e hipocromicas. 

Causas 

Painel do status de ferro 

Ferro 

serico 

Ferritina 

CTLF 

Saturagao* 

Def. ferro 

D 

D 

N/A 

D 

Inflamagao + 

D 

A 

N/D 

D 

Def. ferro 





Talassemias 

N 

N/A 

N 

N/A 

Sideroblastica 

N 

N/A 

N 

N/A 

A = aumentado, D : 

= diminuido, N 

= normal. 




* Indice de satura<;ao da transferrina, ou satura<;ao da transferrina. 
Fonte: Naoum PC, Naoum FA; 2004. 


■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS 
HEMOGLOBINOPATIAS 
Introdugao 

As altera^oes das hemoglobinas envolvem a sintese estru- 
tural e quantitativa dos aminoacidos que compoem as dife- 
rentes cadeias de globinas, bem como as moleculas e enzimas 
que participam da formagao do grupo heme. 

As altera^oes que envolvem as globinas se devem as mo- 
difica^oes nos genes responsaveis pelo sequenciamento e es- 
trutura de cada tipo de polipeptideo de globina, bem como 
naqueles destinados a regulagao quantitativa da sintese equi- 
librada entre as globinas a e nao a (p, d e y). Quando um 
determinado gene apresenta uma de suas bases nitrogena- 
das substituida por outra diferente, resulta na formagao de 
moleculas de hemoglobinas com caracteristicas bioquimicas 
alteradas em relagao as hemoglobinas normais, e sao por isso 
denominadas hemoglobinas variantes. Por exemplo, a hemo- 
globina S se deve a introdu^ao do aminoacido valina (Val) 
no lugar do acido glutamico (Glu) na posi^ao numero 6 da 
cadeia polipeptidica da globina p por meio de um processo 
conhecido por mutagao. Essa anormalidade se deve a uma 
troca da base nitrogenada adenina (A) pela timina (T), con- 
forme a sequencia representada a seguir: 


Aminoacidos 

5 

6 

7 

Bases nitrogenadas da 
globina pA 

CCT — 

GAG — 

GAG 

Aminoacidos da globina pA 

Pro 

Glu 

Glu 

Bases nitrogenadas da 
globina pS 

CCT — 

CTC — 

GAG 

Aminoacidos da globina pS 

Pro 

Val 

Glu 


As mutagoes que afetam o controle dos genes para as 
sinteses equilibradas entre as globinas a e nao a sao muito 
diversificadas. Em geral, essas mutagoes provocam dimi- 
nui^oes no volume de sintese de uma das globinas com 
intensidades variaveis, ou ate mesmo ausencia de sintese. 
Nesses casos, ocorrem desequilibrios do conteudo entre 
a globina produzida normalmente e a alterada. Quando 
a mutagao bloqueadora de sintese de globina atinge, por 
exemplo, o gene a (talassemia a), ha diminuigao do con¬ 
teudo de globina a dentro das celulas eritroides, enquanto 
a sintese de globina p se faz normalmente. Essa diferenga 
de sintese entre globinas a e P promove o desequilibrio 
entre elas, e as consequencias fisiopatologicas sao propor- 
cionais ao tamanho do desbalanceamento ocorrido. 

Dessa forma, conceitualmente se denominam hemo¬ 
globinas variantes aquelas que apresentam estrutura quimi- 
ca diferente da sua hemoglobina normal correspondente 
(A, A ou Fetal), motivada pela mutagao de uma ou mais 
bases nitrogenadas que resultam na substituigao de um ou 
mais aminoacidos nas globinas a, p, 8 ou y. As hemoglobi¬ 
nas anormais sao aquelas consideradas variantes, bem como 
as hemoglobinas normais com altera^oes quantitativas, por 
exemplo: Hb A 9 elevada, Hb Fetal elevada, Hb A 9 diminui- 
da. As talassemias consistem em um conjunto de sindromes 
motivadas principalmente por alteragoes de sinteses quan¬ 
titativas de globinas a e P, causando desequilibrio entre 
elas e variaveis graus de anemias hemoliticas, alem de va- 
rias outras consequencias patologicas. As hemoglobinopa- 
tias sao designates destinadas as hemoglobinas variantes 
que causam anemia hemolitica, policitemia, cianose ou 
falcizagao. 

Finalmente, ha as hemoglobinas anormais e hemoglo- 
binopatias nao hereditarias, que representam um grupo res- 
trito de alteragoes das hemoglobinas normais causadas por 
agentes indutores, e sao tambem conhecidas como formas 
adquiridas. Dentre as hemoglobinas anormais nao here¬ 
ditarias, destacam-se a Hb A 9 diminuida nas ferropenias, 
a Hb A 9 aumentada na malaria, no diabetes e na doenga 
de Chagas; a Hb Fetal elevada em certas doengas mieloi- 
des, em transplantados renais, em portadores de HIV ou 
por uso de determinadas drogas, e a Hb H adquirida nas 
doen^as linfo e mieloproliferativas. Em contrapartida, as 
hemoglobinopatias nao hereditarias mais comuns sao as 
metahemoglobinas elevadas por indugao de drogas oxi- 
dantes (sulfa e derivados, nitritos, anilina etc.), gases e sol- 
ventes oxidantes. 

O grupo heme e tao importante quanto a globina por 
duas razoes: como agente que coloca o oxigenio a dispo- 
sigao da celula, que a ativa e transfere eletrons, e pelo fato 
de ser um pigmento corado que possibilita o estudo da 
diferencia^ao e maturagao dos precursores eritrocitarios. 
Assim, alteragoes das enzimas que participam das transfor- 
ma^oes dos compostos quimicos envolvidos na sintese do 
anel de porfirina, para compor com o ferro o grupo heme, 
dao origem as porfirias e protoporfirias eritropoeticas. 
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■ HEMOGLOBINAS VARIANTES 

A maioria das variantes estruturais e originada por sim¬ 
ples substitutes de aminoacidos, resultantes de mudangas 
nas sequencias de nucleotideos. As altera^oes estruturais, com 
consequencias nas atividades fisico-quimicas da molecula, es¬ 
tao na dependencia da extensao do processo mutacional e dos 
locais em que esses ocorrem. Dessa forma, as hemoglobinas 
variantes podem originar-se por: 

a) Substitui^ao de um aminoacido por outro, de caracte- 
risticas diferentes, na superficie externa da molecula. 
Pode ocorrer tambem a substituigao de dois aminoa¬ 
cidos por outros dois, em uma mesma cadeia, sendo, 
entretanto, condigao muito rara. As substitutes de 
aminoacidos na superficie externa, com exce^ao fei- 
ta as Hb S, Hb C e Hb E, nao produzem alteragoes 
significantes no funcionamento da molecula. Nesse 
grupo estao cerca de 650 tipos de Hb variantes nao 
patologicas (p. ex.: Hb O, Hb J, Hb I, Hb N, Hb D 
etc.). Substitutes de aminoacidos na superficie in¬ 
terna da molecula, envolvendo residuos polares e nao 
polares, tern ocorrido preferencialmente nos locais 
invariantes da molecula, incluindo aqueles que fazem 
parte do “pacote” do grupo heme, cuja principal 
fungao e protege-lo da entrada de agua, bem como 
dos aminoacidos que participam dos contatos a i P r 
Qualquer substituigao na superficie interna causa 
instabilidade molecular, geralmente iniciando-se pela 
oxidagao do grupo heme com a formagao excessiva 
de metahemoglobina e precipitagao da globina insta- 
vel. Citologicamente e possivel observar a precipita- 
£ao intraeritrocitaria da globina instavel por meio da 
presenga de corpos de Heinz. Nesse grupo estao cerca 
de 350 tipos diferentes de Hb instaveis. 

b) Substitutes de aminoacidos que participam dos 
contatos P das ligagoes quimicas com o 2,3 
DPG, e do residuo histidina C-terminal da cadeia p, 
que promovem a formagao de hemoglobinas varian¬ 
tes com alteragoes na sua afmidade pelo oxigenio. 
Sao poucas as Hb variantes com afmidade aumenta- 
da ou diminuida por oxigenio. As que tern afmidade 
aumentada se destacam por eritrocitoses, enquanto 
aquelas com afmidade diminuida manifestam-se no- 
tadamente por anemia hemolitica. 

c) Substituigao dos residuos de histidina distal ou pro¬ 
ximal, que estao ligados ao grupo heme, causam 
anormalidades que se caracterizam pela oxidagao 
espontanea e continua do ferro, com formagao ex¬ 
cessiva de metahemoglobina, fato que da origem 
as hemoglobinas variantes do tipo M (Hb M). Os 
portadores de Hb M sao sempre cianoticos, com ou 
sem anemia. 

d) Adigao de um ou mais aminoacidos ao ultimo ami¬ 
noacido (C-terminal) das globinas a e P, tornando- 
-as longas e manifestando-se como fenotipos talasse- 
micos a e p. 


e) Fusao entre duas cadeias de globinas diferentes, em 
especial das cadeias 5-p que resultam na forma^ao da 
hemoglobina variante conhecida por Hb Lepore. A 
fusao inversa, ou seja, P-8 e conhecida por Hb anti- 
-Lepore. Outras fusoes tern sido descritas na literatu- 
ra e todas essas ocorrencias se devem ao crossing-over 
desigual no pareamento dos cromossomos 11. 

Assim, somam-se atualmente perto de 1.000 variantes 
estruturais, poucas delas associadas com manifestagoes clinicas 
e altera^oes hematologicas, que podem ser agrupadas em: 

■ Hemoglobinas de agrega^ao; 

■ Hemoglobinas sem alteragoes fisiologicas; 

■ Hemoglobinas instaveis; 

■ Hemoglobinas com alteragoes funcionais; 

■ Hemoglobinas com fenotipos talassemicos. 

As hemoglobinas de agregagao formam tactoides e cris- 
tais, com repercussoes clinicas e laboratoriais variaveis. As he¬ 
moglobinas S e C participam desse grupo. 

As hemoglobinas variantes que nao causam altera^oes 
funcionais sao a maioria, perto de 650 tipos diferentes, e 
embora apresentem importancia bioquimica, genetica e an- 
tropologica, nao produzem efeitos clinicos e laboratoriais 
significantes. 

As hemoglobinas instaveis apresentam graus variaveis de 
manifestagoes clinicas e hematologicas, expressando-se labo- 
ratorialmente de forma diversificada entre os diferentes tipos 
descritos na literatura. 

As hemoglobinas com alteragoes funcionais causam me- 
tahemoglobinas por Hb M, cianose e altera^ao de afmidade 
da hemoglobina pelo oxigenio. 

As hemoglobinas com fenotipos talassemicos sao as va¬ 
riantes provocadas por falhas no processo de regulagao da 
sintese de globina pela adigao de aminoacidos ao C-terminal 
das globinas a e P e pelo pareamento desigual do cromosso- 
mo 11 no processo da mitose celular. 

As Tabelas 50.8 e 50.9 resumem algumas das hemoglo¬ 
binas variantes relacionadas com os defeitos estruturais, os 
genotipos, seus efeitos nos eritrocitos, alem de doen^as espe- 
cificas causadas por estas hemoglobinas. 

A seguir apresentamos um resumo das principais hemo¬ 
globinas variantes encontradas na nossa populagao. 

■ Hemoglobina C (Hb C) - Foi descrita pela primei- 
ra vez por Itano e Neel em 1950, e em 1958 Hunt e 
Ingram identificaram que o aminoacido numero 6 da 
globina P, o acido glutamico (Glu), havia sido substitui- 
do pela lisina (Lis). Devido a diferenga de carga eletrica 
envolvida (Glu, pi = 3,22 -> Lis, pi = 9,74), a globina 
P c tornou-se muito menos negativa, fato que sua mo- 
bilidade e muito lenta em eletroforese alcalina quando 
comparada com Hb A, S, Lepore ou Fetal. Dentre as 
hemoglobinas variantes, o genotipo heterozigoto da 
Hb C, ou Hb AC, e o segundo mais prevalente apos a 
Hb AS na populagao brasileira, variando entre 0,3% e 
1,0%. A homozigose da Hb C (ou Hb CC) e rara e e 
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Tabela 50.8 Exemplos de hemoglobinas variantes estruturais e seiis efeitos fisiopatologicos. 


Hb variante 

Defeito estrutural 

Genotipos 

Efeitos nos eritrocitos 

S 

P 6 Glu ^ Val 

SS, SF, SD, SC, SH 

Falcizagao 

C 

P 6 Glu Lis 

CC, CF, SC 

Cristais de Hb 

E 

P 26 Gli Lis 

EE 

Hemolise 

Koln (1) 

P 96 Val Met 

A + Koln 

Heinz e hemolise 

Niteroi (1) 

P 44 a 46 deletados 

A + Niteroi 

Heinz e hemolise 

Malmo (2) 

P 97 His Glu 

A + Malmo 

Eritrocitose 

Kansas (3) 

p 102 Asn Tre 

A + Kansas 

Meta-hemoglobina 

Lepore 

fusao <5-p 

A + Lepore 

Microcitose 

Kenya 

fusao y -p 

A + Kenya 

Nenhuma 

b 2 (4) 

d 16 Gli Arg 

A + B 2 

Nenhuma 

F Texas (5) 

y 5 Glu -> Lis 

A + F Texas 

Nenhuma 


(1) Ha varios tipos de hemoglobinas instaveis; (2) Ha varios tipos de hemoglobinas com afinidade aumentada por 0 2 ; (3) Ha poucos tipos de hemoglobinas 
com afinidade diminufda por 0 2 ; (4) Ha varios tipos de variantes de Hb A 2 por muta<;ao na globina 5; (5) Ha varios tipos de variantes de Hb Fetal, somente 
detectaveis em sangue de recem-nascidos. 

Fonte: Naoum PC; 1997. 


Tabela 50.9 Doengas causadas por hemoglobinas variantes estruturais. 


Anemia hemolitica e oclusao vascular falcizante 


• Hb SS, Hb SS/Tal. a, Hb SS/PHHF 

• Hb SD, Hb SC 

• Hb S/Tal. p 


Anemia hemolitica com excregao urinaria de dipirrois 


• Hemoglobinas instaveis: Hb Koln, Hb Duarte, Hb Zurique, Hb Genova, Hb Seattle, Hb Niteroi etc. 


Eritrocitose hereditaria 


• Hemoglobinas com afinidade aumentada por 0 2 : 

• Hb Chesapeake, Hb Malmo, Hb Kempsey, Hb Hiroshima etc. 


Meta-hemoglobina hereditaria e cianose 


• Hemoglobina M (Boston, Iwate, Milwaukee, Hyde Park, Saskatoon) 


Outras formas de cianose hereditaria 


• Hb variante com afinidade diminufda por 0 2 : Hb Kansas 


Anemia microcitica e hipocrdmica 


• Talassemias (3 interativas com Hb variantes: 

• (Hb S/Tal. p, Hb C/Tal. p, Hb D/Tal. p) 

• Hb Lepore (fusao de globinas d-p) 

• Hb Constant Spring (alongamento da globina a) 

Fonte: Naoum PC; 1997. 


608 


Parte 9 













Anemias - Classificacao e Diagnostico Diferencial 


caracterizada por anemia hemolitica de intensidade 
variavel, com evidencias clinicas de cansago, fraqueza 
e, eventualmente, esplenomegalia. Laboratorialmente a 
hemoglobina total oscila entre 9 e 12 g/dL, hematocrito 
entre 30% e 40%, leve a moderada reticulocitose (3% a 
7%) e no esfregago sanguineo ha muitas celulas em alvo. 
Eletroforeticamente, a homozigose da Hb C tern con- 
centragao de 98% desta hemoglobina em pessoas com 
idade superior a seis meses. Outras condi^oes associadas 
de Hb C com manifestagoes clinicas sao a doenga falci- 
forme por Hb SC e a interagao entre Hb C e talassemia 
p, ou Hb C/Tal. P, cuja avaliagao eletroforetica se tor- 
na visivel pela Hb CE Diferentemente da Hb CC, que 
nao se detecta Hb Fetal com niveis acima do normal, 
na Hb C/Tal. P a Hb Fetal geralmente esta elevada (> 
5%). Nesses casos as evidencias clinicas sao marcadas por 
palidez, cansago e esplenomegalia. Laboratorialmente a 
anemia e moderada (Hb: 9 a 10 g/dL) do tipo microci- 
tica, hipocromica, muitas celulas em alvo e reticulocitose 
acima de 5%. 

■ Hemoglobina D (ou Hb D) - A Hb D e uma he¬ 
moglobina variante que apresenta a mesma mobilidade 
da Hb S em eletroforese de pH alcalino. E separavel da 
Hb S por eletroforese em agar pH acido (pH 5 a 6), e 
tambem por nao se insolubilizar em solu^oes redutoras 
de oxigenio. Quando associada a Hb A, a heterozigose 
de Hb AD, o portador e totalmente assintomatico, e a 
fragao anormal constitui-se entre 30% e 50% da hemo¬ 
globina total. A prevalencia de portadores de Hb AD 
no Brasil e por volta de 1 caso para cada 5 mil pessoas 
analisadas. Casos de homozigoses de Hb D (Hb DD) sao 
rarissimos, e podem estar associados a discreto grau de 
anemia (Hb: 10,5 a 12,0 g/dL). Para estabelecer o diag¬ 
nostico de homozigose deve-se excluir cuidadosamente, 
por estudos familiares, a intera^ao da Hb D com a talas¬ 
semia p. Nesse caso especifico de Hb D/Tal. p e comum 
evidenciar no hemograma anemia microcitica e hipo¬ 
cromica, com hemoglobina total variavel de 9,5 a 12 g/ 
dL,VCM abaixo de 77 £L e HCM tambem abaixo de 
27 pg. Situagao que oferece dificuldade no diagnostico 
laboratorial ocorre quando ha associagao entre hemo- 
globinas S e D, ou Hb SD, caracterizando um dos tipos 
que compoem o grupo das doen^as falciformes. Neste 
caso especifico, a eletroforese de hemoglobina em pH 
alcalino nao diferencia o genotipo SS da SD, bem como 
o teste de falcizagao que e positivo em ambos. O teste 
mais adequado para a diferenciagao se faz por meio de 
eletroforese em agarose de pH acido: a Hb S e mais lenta 
que a Hb D, que se posiciona igual a Hb A. 

Apos ter sido descrita em 1953, varias outras hemoglo- 
binas que se posicionavam como a Hb D (e nao falcizavam) 
foram estruturalmente diferenciadas conforme o tipo de 
substituigao de aminoacidos. Assim surgiram as Hb D Los 
Angeles ou Punjab (a mais frequente entre todas as hemo- 
globinas variantes que migram na mesma posigao da Hb S), 


Hb D Iran, Hb D Ibadan etc., todas na posigao de Hb S. 
Atualmente, ha dezenas de hemoglobinas variantes que mi- 
gram na posi^ao de S ou D e que foram denominados por 
local de origem e que sao diferenciadas em eletroforeses em 
agar acido, isofocalizagao, HPLC, e por biologia molecular. A 
Tabela 50.10 mostra a relagao de hemoglobinas que migram 
na mesma posi^ao de Hb S em pH alcalino, e suas diferen- 
ciagoes estruturais. 

■ Hemoglobina G (ou Hb G): E um grupo de hemo¬ 

globinas variantes que migram pouco atras da Hb S nas 
eletroforeses alcalinas em acetato de celulose e agarose. A 
diferencia^ao se faz por meio de eletroforese em agarose 
acida. Dentre as hemoglobinas do tipo G, destacam-se 
Hb G Audhali (a 23 Glu Val), Hb G Waimanalo (a 

64 Asp -> Asn), Hb Filadelfia (a 68 Asn -» Lis), Hb G 
Galveston (p 43 Glu -> Ala), Hb G Copenhagen (p 47 

Asn), Hb G Accra (P 79 Asp -> Asn), dentre outras. A 
Hb G Filadelfia e a mais frequente entre todos os tipos 
de Hb G, em especial no Brasil e EUA, pois sua origem 
e africana. Tern baixa prevalencia na populagao brasileira 
(cerca de 1:15000), porem, por ser comum entre pessoas 
de descendencia africana e se situar eletroforeticamente 
na regiao da Hb S em eletroforese alcalina, sua avaliagao e 
sempre importante. Por ser a Hb G Filadelfia uma mutan- 
te de globina a, geralmente afetando um dos quatro genes 
a, sua concentragao e quase sempre abaixo de 25%. 

■ Hemoglobina Lepore (ou Hb Lepore): A Hb 
Lepore e uma hemoglobina variante, com migragao 
similar a Hb S (ver Tabela 50.9), causada por um pa- 
reamento desigual do cromossomo 11 durante a meiose. 
Como consequencia dessa desigualdade na posi^ao das 
cromatides irmas do cromossomo 11, o cross-over entre 
elas promove a fusao de uma parte do gene 8 com outra 
do gene P, formando um gene hibrido 8-P, alem dos 
genes 8, y e p. Esse gene hibrido 8-p sequencia globinas 
em que a parte inicial e formada por aminoacidos da 
globina Sea parte final por aminoacidos da globina P, 
conforme mostra o esquema a seguir (Figura 50.4). 

Dependendo do local em que ocorre a fusao 8~P, a Hb 
Lepore pode originar pelo menos tres subtipos: Lepore Bos¬ 
ton, Lepore Baltimore e Lepore Holanda. Todas apresentam 
as mesmas caracteristicas laboratoriais e eletroforeticas, sendo 
diferenciadas por estudos de composigao peptidica. A con- 
centragao da Hb Lepore em eletroforese alcalina e variavel 
entre 5% e 15%, com Hb A 9 normal ou diminuida; algumas 
vezes a Hb Fetal pode estar elevada. Nesses casos, o quadro 
hematologico laboratorial e tipico de talassemia p menor 
com anisopoiquilocitose, microcitose e hipocromia. Situagao 
mais grave ocorre na homozigose da Hb Lepore, com quadro 
clinico e laboratorial semelhante a talassemia maior ou in¬ 
termedia. A eletroforese de hemoglobina alcalina nas pessoas 
com Hb Lepore homozigota mostra a presen^a de Hb Fetal 
e Hb Lepore com concentrates elevadas. 
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Tabela 50.10 Relagao das principals hemoglobinas variantes que migram na posigao de Hb S em eletroforese de pH alcali- 
no, que sao rarissimas e menos frequentes que Hb D Los Angeles. 


Hemoglobins 

Mutagao 

Concentragao (%) 

Agarose acida** 

Outras informagoes 

Memphis 

a 23: Glu Gin 

< 30 

S 


Hasharon 

a 47: Asp -» His 

< 15 

S 

Instavel 

Seally 

a 47: Asp -» His 

< 20 

A 


Arya 

a 47: Asp Asn 

< 20 

A 


Montgomery 

a 48: Leu Arg 

< 20 

A 


Russ 

a 51: Gli Arg 

< 15 

A 


Persepolis 

a 64: Asp -> Tir 

< 20 

C 


Daneshgah 

a 72: His Arg 

< 30 

A 


D Bushman 

p 16: Gli ^ Arg 

25-40 

A 


D Iran 

P 22: Glu -> Gin 

25-40 

A 


Alabama 

P 39: Glu Lis 

25-40 

A 


Ocho-Rios 

p 52: Asp Ala 

25-40 

C 


Osu-Christianborg 

p 52: Asp Asn 

25-40 

A 


Korle-Bu 

p 73: Asp Asn 

25-40 

A 


P 

p 117: His -» Arg 

>40 

A 

Hipocromia 

D Los Angeles 

P 121: Glu ^ Gin 

25-40 

A 


D Beograd 

p 121: Glu ^ Val 

25-40 

A 


S-Antilhas* 

P 23: Val ^ lie 

25-40 

A 


S-Providence* 

P 82: Lis -> Asn 

25-40 

A 


S-Oman* 

p 121: Glu ^ Lis 

25-40 

A 


S-Travis* 

p 142: Ala ^ Val 

25-40 

S * A 


Lepore 

Fusao d - p 

< 20 

A 

Microcitose + Hipocromia 


* Duplas mutagoes na globina (3; alem das mutagoes apresentadas, todas term a mutagao da Hb S (p6 Glu -> Val). 
** Posigao eletroforetica similar; ^ entre Hb A e Hb S. 

Fonte: Naouim PC; 1997. 



Figura 50.4 Mapa representativo dos principals genotipos de hemoglobinas, em eletroforeses de pH alcalino e acido. 
Fonte: Naourri PC; 1997. 
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nh 2 ^ 


]— COOH globina delta (Hb A 2 ) 


NH, —| 


COOH globina beta (Hb A) 


nh 2 ^ 


COOH globina delta-beta (Lepore) 


Figura 50.5 Esquema que representa a fusao entre polipeptideos de globinas (3 e 5 que resulta na Hb Lepore. 
Fonte: Provan D, Griubenn J; 2000. 


■ Outras hemoglobinas raras: Dentre outras hemoglobi- 
nas raras que foram identificadas em nossa populagao, des- 
tacam-se as seguintes: N, J (Oxford, Rovigo e Baltimore), 
I, Porto Alegre, Korle-Bu, e Hb Instaveis (Malmo, Koln, 
Hasharon etc.). Entretanto, por nao terem coincidencias 
em migragoes eletroforeticas com a Hb S, ou interagoes de 
importancia hematologica, nao ha a necessidade de relata- 
-las com detalhes para o proposito deste livro. 

■ TALASSEMIAS 

As talassemias sao um grupo heterogeneo de doengas 
geneticas causadas pela redugao da sintese de globinas a e 
nao a (P, d ou y). Na realidade as formas mais comuns de 
talassemias se devem a redugao de globina a ou de globina 
p, situagoes que originam as talassemias a ou p, respectiva- 
mente. Situagoes mais raras envolvem a redugao de sintese 
conjunta de globinas 8 e p (talassemia d P), ou de 8, P e y 
(talassemia d P y ). Em alguns casos de talassemias ha redugao 
total de sintese de globina a ou de p, caracterizando as talas¬ 
semias a 0 ou P°, respectivamente, em contrapartida, quando a 
redugao de sintese e parcial denominam-se talassemias a + ou 
P + . A talassemia P e as hemoglobinas S, C e E sao as mais pre- 
valentes respectivamente nos continentes europeu, africano e 
asiatico, e por isso nao e raro a ocorrencia de interagoes entre 
talassemias e essas hemoglobinas variantes: Hb S/Tal. P°; Hb 
S/Tal. P + , Hb C/Tal P, Hb S/Tal. a e Hb E/Tal. a. As com- 


binagoes entre genes talassemicos com Hb S, principalmente, 
produzem grande diversidade clinica dessa doenga genetica, 
com variagoes que causam desde a morte fetal intra-utero ate 
situagoes assintomaticas. 

A maioria das talassemias obedecem ao modelo de heran- 
ga Mendeliana, caracterizado pela falta de sintomas clinicos 
nos heterozigotos e pela gravidade clinica nos homozigotos. 
Assim, clinicamente, as talassemias podem ser classificadas em 
maior, intermedia, menor e minima (Tabela 50.11). Para me- 
lhor exposiqao das talassemias apresentamos separadamente 
as talassemias a e p. 

■ TALASSEMIA a 

Entre todas as doengas das hemoglobinas a talassemia a e 
a mais prevalente em quase todos os continentes. Esta ampla- 
mente distribuida nos paises banhados pelo mar Mediterra- 
neo, Oeste da Africa, Oriente Medio, India, Sudeste da Asia, 
China, Tailandia, Malasia e Indonesia. Recentemente, com a 
introdu^ao de tecnicas eletroforeticas mais sensiveis, foi pos- 
sivel determinar que a talassemia a tambem e comum no 
Brasil. Entretanto, as formas mais graves de talassemias a estao 
restritas ao sudeste da Asia e a algumas ilhas do Mediterraneo. 
Para que se possa entender essa ampla difusao mundial do 
gene a talassemico e ao mesmo tempo a restrigao regional 
das formas graves da doenga, e necessario conhecer a genetica 
da do eng a. 


Tabela 50.11 Classificagao clinica das talassemias. 




Talassemias 


Alteragoes clinico-laboratoriais 

Maior 

Intermedia 

Menor 

Minima 

Hb (g/dL) 

< 7 

7-10 

10-13 

11-15 

Reticulocitos (%) 

2-15 

2-10 

2-5 

1 -2 

Eritroblastos 

+ + + 

+ +/+ 

- 

- 

Aniso-poiquilocitose 

+ + + + 

+ + + 

+ +/+ 

+/- 

Ictericia 

+ + 

+/- 

- 

- 

Esplenomegalia 

+ + + 

+ + 

+/- 

- 

Alteragoes osseas 

+ + + 

+ + 

- 

- 

Dependencia de transfusoes 

+ + + 

+/- 

- 

- 


+ pouco; ++ moderado; +++ acentuado; ++++ muito acentuado; - ausente. 
Fonte: Naoum PC; 1997. 
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■ Variabilidade genetica e laboratorial da talasse- 

mia a: Os genes que sintetizam globinas a estao no 
cromossomo 16 e sao dois genes por cromossomo. As 
diferentes formas de talassemias a estao relacionadas 
com a inativagao dos genes de globinas a: quando os 
dois genes a do cromossomo 16 estao inativados deno- 
mina-se por talassemia a 0 , e quando apenas um gene 
a do cromossomo 16 esta afetado designa-se por talas¬ 
semia a + (Figura 50.6). Pela analise da representagao 
esquematica observa-se que ha duas formas de trago a 
talassemico (ou talassemia a heterozigota), ambas assin- 
tomaticas, porem caracterizadas pela presenga de Hb H 
(tetrameros de globinas p, ou p 4 ) em eletroforese alcalina 
de hemoglobina. Da mesma forma ha situagoes patolo- 
gicas quando tres genes a estao afetados pela redugao 
de sintese de globina (doenga de Hb H), ou de quatro 
genes a afetados (a 0 /a 0 ) na sindrome da hidropsia fetal, 
conforme mostra aTabela 50.11. As deletes que resul- 
tam em talassemia a sao muito variadas e, consequente- 
mente, a base molecular dessas talassemias e complicada, 
notadamente na talassemia a + ’ pois a extensao dessa 
lesao parcial do gene e muito variavel. Sob o ponto de 
vista de distribuigao geografica, a talassemia a 0 e parti¬ 
cular mente comum no Sudeste da Asia e em algumas 
ilhas do mar Mediterraneo, regioes em que a doenga de 
Hb H e a sindrome da hidropsia fetal sao mais comuns. 
No Brasil prevalece a talassemia a + caracterizada pelo 
portador silencioso em 10% a 20% da populagao e trago 
a talassemico em 1% a 3% da populagao (Tabela 50.12). 

■ Fisiopatologia da talassemia a: A deficiencia na sin- 
tese de globina a resulta basicamente em dois grupos de 
efeitos patologicos com consequencias fisiopatologicas 
e eritrocitarias (Figura 50.7). As Hb H e Hb Bart’s sao 
mas transportadoras de oxigenio, pois tern afinidade dez 
vezes maior que a Hb A, nao desenvolvem o efeito Bohr 
(controle da dissocia^ao do oxigenio) e nem a interagao 
dos grupos heme, resultando em hipoxia tecidual com 
gravidades proporcionais ao grau de lesao do gene a. 
Por serem instaveis, as Hb H (p ) e Hb Bart’s (y ) se pre- 
cipitam no eritrocito e liberam o ferro, causando oxi- 
dagoes com geragao de radicals livres que atacam a ca- 


mada lipoproteica da membrana (lipoperoxidagao). Esse 
processo deforma os eritrocitos, alterando tambem a sua 
morfologia, fatos que, somados a oxida^ao da proteina 
Banda 3 da membrana, permitem o reconhecimento 
imunologico dos macrofagos do sistema reticuloendo- 
telial (SRE), causando o hiperesplenismo e a precoce 
destruigao dos eritrocitos, e por fim a anemia. Esse pro¬ 
cesso e continuo e dependente da extensao da lesao do 
gene a, resultando em anemia e eritropoese acelerada, 
que ao longo do tempo causa a expansao da medula e 
deformidades osseas. 

■ TALASSEMIA p 

A talassemia pea forma mais importante de talassemias 
devido aos graus de morbidade e mortalidade causadas pe- 
las consequencias das intensidades de anemia hemolitica que 
afeta especialmente os doentes com talassemias P intermedia 
e maior. Os constantes avangos terapeuticos e preventivos di- 
recionados aos pacientes com talassemia P maior tern aumen- 
tado a sobrevida com qualidade, com politicas publicas de 
apoio aos doentes e familiares em varios paises, inclusive no 
Brasil. A talassemia p esta amplamente distribuida por todos 
os continentes, com significativa prevalencia na Italia, Chipre, 
Grecia e paises do Oriente Medio, locais em que a prevalen¬ 
cia do gene P talassemico varia entre 2% e 30%. No Brasil, a 
talassemia P menor oscila entre 0,5% e 1,5%, e por ano nas- 
cem entre 300 e 350 criangas com talassemia P maior. 

■ Variabilidade genetica e laboratorial da talas¬ 
semia p: Conforme foi apresentado no capitulo das 
hemoglobinas normals, os genes que sintetizam glo¬ 
binas P estao nos cromossomos 11, sendo um gene p 
por cromossomo. Ha dois tipos de lesoes geneticas no 
gene da globina p, quais sejam: a) lesao que afeta inte- 
gralmente o gene de globina P, com redugao total de 
sintese, e denominada talassemia P°; b) lesao que afeta 
parte do gene da globina P, com redugao parcial de sua 
sintese, e caracterizada por talassemia P + (Figura 50.8). 
Laboratorialmente as talassemias P homozigotas (P°/p°, 
+ /P + ou P°/P + ) sao todas graves, com graus acentuados 


FP: FP FP P 


m p 
m zi 


aa/aa 


aa/-- 

Tal.a 0 


aa/a- 

Tal.a + 


a-/-- "/" 

Doen^a Hidropsia Fetal 

de Hb H ou Tal.a 0 

homozigota 


Figura 50.6 Representa^ao esquematica de genes a normal e nas talassemias a 0 e a + , nos pares de cromossomos 16. 
Fonte: Naoum PC; 2005. 
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Tabela 50.12 Sindromes a talassemicas. 

cas. 

Sinopse geral da rela^ao entre dele^ao dos genes 

a e consequencias fisiopatologi- 

Tipo de talassemia 

Delegao do gene 

Alteragoes 

hematologicas 

Alteragoes clinicas 

Alteragoes laboratoriais 

Portador silencioso 

(-, / a,a) 

Discreta microcitose 

ou normocitose 

VCM: 75-80 

HCM: 24-27 

Nenhuma 

Talassemia minima 

Tragos de Hb H (< 2%) na 
eletroforese P.I.E. de Hb H: 

1/1.000 a 2.000 

Trago a talassemico 

a,a) 

ou 

(-,a/-,a) 

Microcitose 
Hipocromia Anemia 

(Hb: 11-13 g/dl) 
VCM: 65-75 

HCM: 20-24 

Geralmente 
assintomatico 
Talassemia menor 

Hb H: 2%-8% 

P.I.E. deHbH: 1/250 a 500 

Doenga de Hb H 

a) 

Microcitose 

Hipocromia 

Anemia 

(Hb: 8-11 g/dL) 

VCM: 55-65 

HCM: 20-24 

Talassemia intermedia 

Anemia moderada, 
ictericia, 
esplenomegalia 

Hb H: 10-20% P.I.E. de Hb H: 

Presenga de Hb H em todos os 
campos do microscopio 

(1:10a 1:50) 

Hidropsia 

fetal 


Anisocitose 

Poiquilocitose 

Eritroblastose 

Anemia 

(Hb: < 7 g/dL) 
VCM: 100-110 

HCM: diminuido 

Morte 

neonatal com 
eritroblastose fetal 

Hb Bart's: 

80%-100% 

Hb H: 10%-20% 

P.I.E. de Hb H: 

Idem ao da Doenga de Hb H 


P.I.E.: Pesquisa intraeritrocitaria, relacionado a proporqao de uma celula com Hb H para determinado numero de eritrocitos. 
Fonte: Bain BJ, Gupta RA; 2003. 


de anemia, dependentes de transfusao de eritrocitos, e 
muitos efeitos fisiopatologicos. Em contrapartida, a ta- 
lassemia P heterozigota ou menor, independentemente 
do genotipo, e clinicamente assintomatica, e se mani- 
festa laboratorialmente por anemia microcitica e hipo- 
cromica de grau leve, com alteragoes morfologicas dos 
eritrocitos (esquisocitos, microcitos, dacriocitos e pon- 
tilhados basofilos), e bilirrubina indireta com discreta 
elevaqao. ATabela 50.13 resume as principais alteragoes 
das talassemias p. Os defeitos moleculares que causam 
os diferentes haplotipos da talassemia P sao pelo me- 
nos 170 tipos de mutaqoes, quer sejam por transcriqao, 
processamento de RNAm, translaqao ou instabilidade 
pos-translaqao no gene da globina p. Os estudos mo¬ 
leculares tern especial interesse antropologico, e ainda 
nao foi possivel relaciona-los eficientemente com a 
clinica das talassemias P maior e intermedia. 


■ Fisiopatologia da talassemia P: O processo fisiopa- 
tologico da talassemia P esta relacionado com o dese- 
quilibrio que se verifica entre a sintese de globinas a 
e p. Com a sintese de globina P afetada por redugao 
parcial (p + ) ou total (P°), a relagao a/p supera o va¬ 
lor de equilibrio que e de 1,0. A globina a, que nao 
teve sua sintese alterada, apresenta produqao normal, e 
como nao ha globina p suficiente para formar tetrame- 
ros a 0 p 0 resultara na precipitagao de globinas a livres 
nos eritroblastos. Essa precipitaqao causa situagoes pa- 
tologicas intraeritrocitarias, deformando os eritrocitos, 
que sao retirados precocemente da circulaqao pelo 
SRE, causando anemia hemolitica e esplenomegalia. A 
hemoglobina predominante nos eritrocitos da talasse¬ 
mia p maior e a Hb Fetal, que tern elevada afinidade 
por oxigenio e por isso induz a hipoxia tecidual, fato 
que desencadeia varios efeitos patologicos organicos, 
conforme mostra a Figura 50.9. 
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Figura 50.7 Esquema representativo dos principais efeitos fisiopatologicos e eritrocitopatologicos na talassemia a na doenga de Hb H. 
Fonte: Naoum PC; 2005. 12 
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Figura 50.8 Representagao esquematica de genes P normal e nas talassemias P° e P + , nos pares de cromossomo 11. 
Fonte: Naoum PC; 1997. 


614 


Parte 9 
































Anemias - Classificacao e Diagnostico Diferencial 


Tabela 50.13 Resumo das principals altera^oes nas talassemias p heterozigota e homozigota. 




Alteragoes 


Talassemias 

Clinicas 

Laboratoriais 

Eletroforeticas 

P + heterozigoto 

Discreto grau de anemia 

Hb: 10-13 g/dL 
Microcitose (+) 
Hipocromia (+) 

Hb A 2 > 4% 

Hb Fetal: 0%-5% 

P° heterozigoto 

Discreto grau de anemia 

Hb: 10-13 g/dL 
Microcitose (+) 
Hipocromia (+) 

Hb A 2 > 4% 

Hb Fetal: 0%-5% 

P + homozigoto 

Tal. intermedia ou maior (dependente 
de transfusao) 

Hb: 7-10 g/dL 

Anisocitose (+ + +) 
Hipocromia (+ + +) 

Hb A: 60%-80%* 

Hb A 2 : 2%-6% 

Hb Fetal: 20%-40% 

P° homozigoto 

Tal. maior (dependente de transfusao) 

Hb: < 7 g/dL 

Anisocitose (+ + + +) 
Hipocromia (+ + + +) 
Eritroblastos (++) 

Hb A: ausente* 

Hb Fetal > 90% 

Hb A 2 : 2%-6% 


* Verificar se o sangue do paciente nao esta contaminado por transfusao de eritrocitos. 
Fonte: Naoum PC; 1997. 



Hiperesplenismo 


Figura 50.9 Esquema representativo dos principals efeitos fisiopatologicos e eritrocitopatologicos na talassemia P maior (P°/p°). 
Fonte: Naoum PC; .2005. 
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■ Resultante de todos esses processos deleterios, as alte- 
ragoes laboratoriais sao muito evidentes, cuja sinopse 
pode ser analisada naTabela 50.14. 

■ DOEN^A FALCIFORME 

Doenga falciforme e um termo generico usado para de- 
terminar os diferentes tipos das sindromes falcemicas e que se 
caracterizam pelo predominio da concentragao de Hb S em 
compara^ao aos outros tipos de hemoglobinas com a qual 
esta combinada. Assim, ha varios tipos de doenga falciforme, 
conforme mostra aTabela 50.15. 

Com referenda especifica a anemia falciforme, trata- 
-se do estado de homozigose da Hb S, por isso representado 
quase invariavelmente por Hb SS, apesar de contar niveis de 
Hb Fetal com concentrates entre 2% e 10%. As pessoas que 
padecem desta doenga revelam, quase invariavelmente, repe- 
tidos episodios dolorosos, geralmente do tipo vasculoclusivo, 
com ou sem efeitos mielodepressivos (deficiencia temporaria 
da medula ossea em produzir eritrocitos). Os sinais e sintomas 


sao especialmente causados por anemia cronica, periodos de 
agravamento de anemia, dores nas juntas e nas extremidades 
de maos e pes, dores abdominais, necrose asseptica da medula, 
acidentes cerebrovasculares, infartos pulmonares, dentre ou¬ 
tros. ATabela 50.16 resume, tambem, as alteragoes especificas 
da anemia falciforme. 

Os recem-nascidos com anemia falciforme geralmente 
nao apresentam os problemas relatados acima devido a alta 
concentragao de Hb Fetal presente nos eritrocitos durante 
os dois primeiros meses de vida. A partir do terceiro mes de 
vida, quando os niveis de Hb Fetal caem para aproximada- 
mente 2%, a doenga comega a aparecer. A importancia da 
Hb Fetal na anemia falciforme se deve ao fato de que sua 
interagao com a Hb S, num mesmo eritrocito, impede que o 
processo de falciza^ao deforme a celula ate o estado de “falci- 
zagao irreversivel”. Por essa razao, um dos principais controles 
que se faz na avaliagao laboratorial de quern tern a anemia 
falciforme e o nivel de Hb Fetal. Quando a Hb Fetal esta 
acima de 5%, e comum que os episodios de crises dolorosas 
causadas pelas oclusoes vasculares sejam menores. 


Tabela 50.14 Sinopse das altera^es laboratoriais em doentes com talassemia (3 maior (P°/p°, + /p + ou P°/p + ). 

Talassemia p maior 

Caracteristicas laboratoriais 

[ ] Hb Fetal - 20%-90% 


[ ] Anemia hemolitica e hipocromica (Hb < 7 g/dL) 


[ ] Morfologia eritrocitaria: anisocitose 

poiquilocitose 

celulas-alvo 

esferocitos 

formas bizarras 

macrocitos 

celulas fragmentadas 

microcitos 

siderocitos 

hipocromia 

pontilhados basofilos 

eritroblastos 


anel de Cabot 

[ ] Reticulocitos: aumentados 


[ ] Leucocitos: frequentemente elevados com desvio a esquerda 

[ ] Plaquetas: normais 


[ ] Ferro serico e capacidade de transporte: elevada 


[ ] Ferritina: elevada 


[ ] LDH serico: elevado 


[ ] Bilirrubina indireta: elevada 


[ ] Urobilinogenio na urina: elevado 


[ ] Sobrevida dos eritrocitos: diminuida 


[ ] Fragilidade osmotica: diminuida 


[ ] Fragilidade mecanica: aumentada 


[ ] Medula ossea: hiperplasia das celulas eritroides 



Fonte: Naoum PC, Naoum FA; 2004. 
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Tabela 50.15 Diferenciagao dos principals genotipos de Hb S relacionados aos valores de hemoglobina (Hb g/dL), volume 
corpuscular medio (VCM), reticulocitos e Hb Fetal. 


Doenga 

Genotipo 

Hb (g/dL) 

VCM (fL) 

Reticulocitos (%) 

Hb Fetal (%) 

Anemia falciforme 

p s /p s 

aa/aa 

5-9 

85-110 

10-20 

2-10 

Hb S/Tal. a * 

P s /p s 

a-/a- 

6-10 

70-0 

5-10 

2-20 

Hb SC 

p s /p c 

aa/aa 

9-13 

75-85 

5-10 

1-5 

Hb S/Tal. p° 

P s /P° 

aa/aa 

7-10 

60-70 

5-15 

5-20 

Hb S/tal (3+** 

p s /p 

aa/aa 

9-11 

60-70 

5-10 

5-10 

* Delegao de dois genes a. 


** Em eletroforese identificam-se as fraqoes de Hb A, F e S; a Hb S tern concentraqao maior que a Hb A. 
Fonte: Naoum PC, Naoum FA; 2004. 


Tabela 50.16 Alteragoes laboratoriais especfficas na ane¬ 
mia falciforme. 

Exames laboratoriais 

Valores esperados 

Concentragao da Hb S* 

90%-98% 

Dosagem de Hb fetal 

2%-10% 

Tipo de anemia 

Normocitica e 

Dosagem de Hb 

normocromica 

Contagem de reticulocito 

7 a 9 g/dL 

Leucocitos** 

5%-30% 

Plaquetas 

Acima de 10 mil 

Fragilidade osmotica 

Plaquetose, com 

Bilirrubina indireta 

anisocitose 

Urobilinogenio urinario 

Diminuida 

Urobilinogenio fecal 

Acima de 5 mg/dL 

Hematuria 

Elevado 

Acido urico serico 

Elevado 

Ferro serico 

Frequente 

Ferritona 

Frequentemente elevado 

Fosfatase alcalina serica 

Normal ou aumentado 
Frequentemente elevada 
Elevada nas crises 


* Avaliada por eletroforese ou cromatografia HPLC. 

** Durante as crises dolorosas. Pode ter desvio a esquerda. 
Fonte: Naoum PC, Naoum FA; 2004. 


O traqo falciforme (Hb AS) caracteriza o portador as- 
sintomatico, laboratorialmente representado pela associaqao 
entre as hemoglobinas A e S, ou Hb AS. A concentraqao da 
Hb S no traqo falciforme e sempre menor que a da Hb A e, 
por essa razao, o portador heterozigoto nao tern anemia e nao 
padece da doenqa. 

A representaqao esquematica das posiqoes eletroforeticas 
de genotipos AS, SS e SD, mostrada na Figura 50.4, auxilia a 
interpretagao laboratorial de algumas situagoes da presenga 
de Hb S. 

Por fim, a importancia que se da a doenga falciforme no 
Brasil se deve ao contingente populacional negro ser proxi¬ 
mo de 40% da nossa populagao. Como se sabe, a origem da 
Hb S deve ter ocorrido entre 50 e 100 mil anos em pelo me- 
nos tres regioes da Africa e em duas da Asia. Com influxo de 
populates africanas escravizadas para o Brasil desde o ano de 
1530 ate por volta de 1830, o gene da Hb S espalhou-se por 
todo o pais. Por essa razao a prevalencia do trago falciforme 
em nosso pais e variavel entre 2% e 8%, conforme a regiao, e 
uma pessoa em cada 15 mil e portadora da doenga falciforme. 
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Diagnostico Laboratorial das 
Neoplasias Hematologicas 


■ INTRODUgAO AS NEOPLASIAS 
HEMATOLOGICAS 

De forma geral, e obedecendo a classificagao atual, pode- 
mos dispor as doengas onco-hematologicas em quatro gru- 
pos: leucemia mieloide aguda, neoplasias mieloproliferativas, 
doen^as linfoproliferativas e sindromes mielodisplasicas. 

■ Leucemia mieloide aguda (LMA): doenga agressiva 
com varios subtipos, que sao diferenciados pela analise 
morfologica, citogenetica e imunofenotipica. 

■ Neoplasias mieloproliferativas (NMP): apresen- 
tam, em comum, evolugao mais indolente, presenga de 
panmielose (hiperplasia nos tres setores da medula ossea 
- serie vermelha, serie granulocitica e serie megacario- 
citica) e acometimento de pacientes com faixa etaria 
mais avangada. As principais doengas que integram esse 
grupo sao a leucemia mieloide cronica, policitemia vera, 
trombocitemia essencial e mielofibrose primaria e leu¬ 
cemia mielomonocitica cronica, essa ultima classificada 
de forma “hibrida” com as sindromes mielodisplasicas. 

■ Doen^as linfoproliferativas: abrangem as leucemias 
linfoides agudas e cronicas, alem dos linfomas. Pela 
classifica^ao da Organizagao Mundial da Saude (2001), 
as doengas linfoproliferativas sao subdivididas por imu- 
nofenotipo em neoplasias de celulas B e neoplasias de 
celulas T, sendo que cada um desses subgrupos contem 
um grande numero de doengas diferentes. 

■ Sindromes mielodisplasicas (SMD): compreendem 
um grupo de doen^as clonais que acometem princi- 
palmente pacientes idosos. Em geral, manifesta-se por 
citopenia periferica associada a hiperplasia medular com 
displasia de uma ou mais series, alem da tendencia de 
evolugao para LMA. 

As neoplasias hematologicas podem resultar de mutagoes 
unicas ou multiplas em celulas-tronco, como no caso das leu¬ 
cemias agudas, SMD e NMP, ou em celulas mais amadureci- 


das, como no caso de alguns linfomas.Tais mutagoes resultam 
na hiperexpressao de um oncogene ou na inibigao de um 
gene supressor do cancer, causando a proliferagao desenfreada 
ou inibindo a apoptose da celula afetada, resultando na for- 
magao de um clone de celulas neoplasicas. 

■ RECURSOS DIAGNOSTICS 

O quadro clinico das doengas hematologicas e muito 
variavel, com pacientes assintomaticos nos casos de neopla¬ 
sias com comportamento indolente ate aqueles com serias 
complicates clinicas, como anemias de acentuada intensi- 
dade, sangramentos profusos, choque septico, sindromes de 
compressao tumoral, entre outras observadas nos casos de 
neoplasias com comportamento agressivo. Assim, o carater 
variavel e frequentemente inespecifico dos sinais e sintomas 
apresentados justifica a evidente dependencia dos hematolo- 
gistas em relagao aos exames laboratoriais, e por vezes histo- 
logicos,para a devida confirma^ao diagnostica. Alem disso, os 
recursos laboratoriais, notadamente os mais avangados, tern 
sido cada vez mais utilizados nao apenas para fins diagnosti¬ 
cs, mas tambem como importantes marcadores prognostics 
que auxiliam na decisao do tratamento. 

Alem do hemograma, dois procedimentos diagnostics 
sao extremamente importantes na investigate das doengas 
onco-hematologicas: o mielograma e a biopsia de medu¬ 
la ossea, sendo ambos os procedimentos ambulatoriais e de 
competencia do hematologista clinico. No entanto, frequen¬ 
temente o diagnostico diferencial entre as neoplasias hema¬ 
tologicas requer tambem a utilizagao de recursos adicionais 
como citoquimica, imunofenotipagem, citogenetica e me- 
todos que utilizam a biologia molecular, os quais aliados a 
analise morfologica (citologica ou histologica) e ao quadro 
clinico do paciente possibilitam o diagnostico e classificagao 
correta dessas doengas. 

■ Hemograma: o hemograma e fundamental nesse 

contexto, pois e por meio dele que se faz a suspeita 
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inicial da maioria das neoplasias hematologic as, espe- 
cialmente as leucemias, NMP e SMD. A interpretaqao 
cuidadosa e a analise citologica minuciosa do esfregaqo 
do sangue periferico por um examinador experiente, 
embora nao permitam a conclusao do diagnostico, 
geralmente fortalecem uma suspeita especifica, sinali- 
zando com maior clareza os proximos testes necessa- 
rios para a confirmagao de um determinado tipo de 
doenqa. 

Mielograma: e uma punqao medular realizada sob 
anestesia local, que no adulto pode ser feita tanto no 
esterno quanto na crista iliaca posterior (Figura 51.1). 
O mielograma permite uma analise detalhada da mor- 
fologia das celulas da medula ossea e uma contagem 
diferencial mais acurada. O mielograma fornece uma 
estimativa aproximada da celularidade medular e da 
infiltragao de medula ossea por neoplasias provenientes 
de outros locais (mieloftise). E frequentemente utilizado 
para diagnostico e acompanhamento das leucemias. 


li 


Figura 51.2 Realizapao de “imiprint” em lamina a partir de frag- 
mento obtido por biopsia de medula ossea. 

Fonte: Roger S, et al. An illustrated guide to performing the bone marrow aspi¬ 
ration and biopsy. Medical College of Virginia. http://www.coimbatorehaema- 
tology.com/pdf/Bone%20marrow%20aspiration%20technique.pdf 

Citoquimica: e um recurso diagnostico pratico e util 
na diferenciaqao da linhagem de celulas neoplasicas, 
notadamente de blastos indiferenciados (Figura 51.3). A 
citoquimica pode ser utilizada de forma complementar 
a morfologia nos aspirados e biopsias de medula ossea. 
Recentemente, nota-se tendencia de desuso dessa tecni- 
ca nos aspirados medulares por conta da maior disponi- 
bilidade da imunofenotipagem por citometria de fluxo. 


Figura 51.1 Coleta de mielograma realizada pelo autor no esterno 
do paciente e sob anestesia local. 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 

■ Biopsia de medula ossea (BMO): e a retirada de um 
fragmento de medula ossea da crista iliaca realizada sob 
anestesia local. Esse procedimento permite a analise his- 
tologica detalhada da celularidade e da arquitetura me¬ 
dular (disposiqao de celulas, trabeculas osseas e presenga 
de fibrose na medula ossea); por essas razoes e considera- 
do um bom metodo para detectar infiltragao da medula 
ossea por celulas metastaticas (mieloftise). Fornece uma 
estimativa pouco sensivel da morfologia celular, motivo 
pelo qual se costuma realizar um “ imprint ” do material 
em lamina (Figura 51.2). A BMO e frequentemente 
realizada para estagiamento de linfomas, suspeita de mie¬ 
loftise, pesquisa de fibrose medular e estudo de medula 
ossea quando o material do aspirado medular (mielogra¬ 
ma) e escasso. 



Figura 51.3 Analise citoquimica em lamina de medula ossea. 
Observar positividade citoplasmatica para o corante Sudan Black 
em varios mieloblastos. 

Fonte: Adaptada do livro Doenqas que Alteram os Exames Hematologicos 
- Naoum FA. 

■ Imunofenotipagem: a analise das celulas do sangue 
periferico ou da medula ossea por citometria de fluxo 
e um excelente recurso diagnostico para determinar a 
linhagem e o grau de maturaqao das celulas neoplasicas, 
auxiliando no diagnostico e na classificagao a partir da 
determinaqao do subtipo da neoplasia hematologica em 
questao. Vale ressaltar que essa tecnica permite nao so 
detectar a presenqa de varios marcadores especificos na 
membrana, citoplasma ou nucleo das celulas neoplasicas, 
como tambem a quantificaqao da expressao desses mar¬ 
cadores em cada celula (Figura 51.4). 
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Figura 51.4 Identifica^ao de linfocitos T CD4+ e CD45+ por 
citometria de fluxo. 

Fonte: Academia de Ciencia e Tecnologia. 

■ Citogenetica: essa tecnica permite a analise da estru- 
tura dos cromossomos. As duas tecnicas mais utilizadas 
sao o cariotipo por bandas e o FISH (hibridizagao in situ 
por fluorescencia). No cariotipo, as celulas sao analisa- 
das na fase de metafase - preferencialmente pelo menos 
20 celulas devem estar em condigoes de analise - e os 
seus cromossomos sao ordenados e pareados para iden- 
tifica^ao de possiveis alteragoes numericas e estruturais 
(Figura 51.5). No FISH sao utilizadas sondas conjugadas 
a fluorocromos contendo DNA complementar a regiao 
que se deseja estudar, e as celulas podem ser analisadas 
em interfase, o que permite a analise de um grande nu- 
mero de celulas. 
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Figura 51.5 Cariotipo por bandeamento de celulas de medula os- 
sea de paciente portador de leucemia mieloide aguda (subtipo M2), 
evidenciando transloca^ao entre os cromossomos 8 e 21 (setas). 
Fonte: Academia de Ciencia e Tecnologia. 

■ Biologia molecular: muitas das mutagoes no DNA 
que causam neoplasias hematologicas sao passiveis de 
amplifica^ao pela tecnica da rea^ao em cadeia de po- 
limerase (PCR). Embora seu uso nao seja rotineiro na 
investigagao de neoplasias hematologicas em compa- 


ragao com as outras tecnicas descritas, e cada vez mais 
frequente a incorporagao formal desses testes no mo- 
nitoramento ou na confirma^ao diagnostica das neo¬ 
plasias hematologicas, como e o caso do gene da fusao 
BCR-ABL na leucemia mieloide cronica e da mutagao 
do gene JAK2 V617 nas neoplasias mieloproliferativas. 

A Figura 51.6 demonstra o nivel de detecpao de celulas 
neoplasicas, no caso, leucemicas, pelas tecnicas laboratoriais 
mais utilizadas neste contexto. Observa-se que tecnicas como 
a citogenetica, e notadamente a biologia molecular, sao ca- 
pazes de detectar a presenga de celulas leucemicas, mesmo 
em pequena quantidade. Este fato revela a utilidade desses 
recursos nao apenas do ponto de vista diagnostico, mas tam- 
bem com relagao ao monitoramento de doenga residual apos 
o tratamento. 
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10 8 - 

Biologia molecular (RMN/RMC) 

10 6 - 

Indetectavel 


Figura 51.6 Deteccao do volume de celulas leucemicas em fiincao do 
tipo de tecnica utilizada no monitoramento de doenca residual minima. 
(RHC — remissao hematologica completa; RCiC - remissao citogene¬ 
tica completa; RMM/RMC - remissao molecular maior/completa). 
Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 

Vale destacar que mesmo com todos esses recursos diag¬ 
nostics disponiveis na atualidade, a interpretagao do hemo- 
grama e a analise citologica do esfregago de sangue periferico 
continuam sendo fundamentais e indispensaveis no diagnosti¬ 
co das neoplasias hematologicas, especialmente das leucemias. 
Essa afirma^ao pode ser justificada pelas seguintes situates: 

■ Frequentemente, o laboratorista e o primeiro a entrar 
em contato com uma doenca onco-hematologica (p. 
ex.: leucemia linfoide cronica) a partir da analise de um 
hemograma alterado, o qual nao raramente e realizado 
por outro motivo (p. ex.: pre-operatorio,“c/zec/e-wjf ’ etc.). 
E nesse momento que contam a competencia e a expe¬ 
rience do profissional, no sentido de levantar a suspeita 
diagnostica e tomar as atitudes cabiveis para que o pa¬ 
ciente seja referenciado para ter seu diagnostico confir- 
mado o mais precocemente possivel. 
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■ A partir da suspeita diagnostica oferecida por um hemo- 
grama alterado e deflagrado todo o processo detalhado 
de investigagao diagnostica muitas vezes protocolar - e 
o direcionamento terapeutico em fungao do diagnostico 
estabelecido. 

Entretanto, e importante ressaltar que, embora a analise 
do hemograma seja de especial importancia para gerar a sus¬ 
peita de uma determinada doenga, a expectativa de se estabe- 
lecer um diagnostico definitivo apenas com esse exame pode 
ser uma atitude precipitada e imprudente. 

Por se tratar de tema extremamente amplo, sera dado 
maior enfase nas se^oes seguintes aos principais grupos de 
doen^as onco-hematologicas que provocam alteragoes leu- 
cocitarias com repercussao laboratorial. 

■ LEUCEMIAS 

As leucemias estao entre os dez tipos de cancer mais 
comuns na popula^ao brasileira. A cada ano, no Brasil, sao 
contabilizados cerca de 9 mil casos novos de leucemia, e 
aproximadamente 6 mil mortes pela doenga. 

As leucemias sao habitualmente classificadas em agudas 
e cronicas em fungao do tempo de evolugao, e em mieloides 
ou linfoides dependendo da sua linhagem de origem. Resul- 
tam, portanto, dessa combinagao, os principais tipos de leu¬ 
cemia que serao discutidos neste capitulo: leucemia mieloide 
aguda, leucemia linfoide aguda, leucemia mieloide cronica e 
leucemia linfoide cronica. E importante destacar que o termo 
mieloide nas leucemias significa que o processo neoplasico 
pode envolver granulocitos, monocitos, eritrocitos e megaca- 
riocitos. Ha ainda outros tipos de leucemia menos frequentes, 
como sao os casos das leucemias eosinofilicas e basofilicas, 
alem daquelas derivadas da infiltragao da medula ossea por 
linfoma com consequente invasao do sangue periferico por 
celulas linfoides neoplasicas (linfomas “leucemizados”). 

As leucemias agudas sao mais agressivas, com tempo de 
instalagao curto (dias a semanas), e se caracterizam pelo pre- 
dominio de blastos no sangue periferico e na medula ossea, 
pois, apesar da alta taxa de proliferagao celular, a celula leu- 
cemica perde a capacidade de diferencia^ao. Ja nas leucemias 
cronicas, a instalagao e mais insidiosa (meses a anos) e as ce¬ 
lulas leucemicas preservam em meio a hiperprolifera^ao certa 
capacidade de diferenciagao celular, que geralmente e apenas 
morfologica e nao funcional. 

Em geral, o hemograma nas leucemias agudas revela leu- 
cocitose acentuada com franco predominio de blastos, asso- 
ciados a presen^a de anemia normocitica e normocromica e 
plaquetopenia significativa. Nas leucemias cronicas, ha leu- 
cocitose com grande numero de celulas aparentemente di- 
ferenciadas, e a anemia e a plaquetopenia, quando presentes, 
tendem a ser de intensidade menor. 

Leucemia mieloide aguda 

A leucemia mieloide aguda (LMA) e uma neoplasia clo¬ 
nal, heterogenea e progressiva do tecido hematopoietico, cau- 


sada por uma alteragao da celula-tronco hematopoietica, que 
provoca prolifera^ao celular descontrolada associada a perda 
da capacidade de diferenciagao. Consequentemente, ha au- 
mento de mieloblastos na medula ossea, que se mantem indi- 
ferenciados ou parcialmente diferenciados, podendo envolver 
ou nao a circulagao periferica. Com a intensa proliferagao das 
celulas leucemicas na medula ossea, o tecido hematopoietico 
normal remanescente passa a ser substituido gradativamente 
pelo clone leucemico. Quando nao tratada, a LMA e rapi- 
damente fatal e a morte geralmente e uma consequencia da 
pancitopenia resultante da substituigao da medula ossea por 
mieloblastos. 

A LMA e tipicamente uma doenga de individuos adul- 
tos, respondendo por cerca de 80% das leucemias agudas 
nessa faixa etaria, com pico de incidencia por volta dos 64 
anos de idade. Na infancia, a LMA representa apenas 20% das 
leucemias agudas. 

As manifestagoes clinicas dessa doenga geralmente sao 
de instalagao aguda e decorrem da insuficiencia da medu¬ 
la ossea em razao de sua infiltragao por celulas leucemicas, 
destacando-se o cansa^o (anemia), o risco de infec^oes graves 
(neutropenia) e de sangramentos (plaquetopenia). 

A primeira classificagao mundialmente reconhecida - e 
utilizada ate hoje - para as leucemias agudas foi elaborada 
ha quase quatro decadas por pesquisadores franceses, ameri- 
canos e britanicos (grupo FAB), e baseia-se exclusivamente 
em criterios morfologicos e citoquimicos. A Tabela 51.1 
mostra a classifica^ao FAB para leucemia mieloide aguda, 
com oito subtipos determinados pelo elevado numero de 
blastos e pela linhagem acometida pela leucemia, bem como 
seu grau de maturagao, valendo-se principalmente da cito- 
logia da medula ossea. 


Tabela 51.1 Classifica^ao morfologica do grupo FAB para 
leucemia mieloide aguda e painel citoqmmico. 

Subtipo FAB 

MPO 

SB 

EN 

MO: LMA com diferenciagao minima 

- 

- 

- 

Ml : LMA sem maturagao 

+ 

+ 

- 

M2: LMA com maturagao 

+ 

+ 

- 

M3: leucemia promielocitica aguda 

+ 

+ 

- 

M4: leucemia mielomonocitica 
aguda 

+ 

+ 

+ 

M5: leucemia monocitica aguda 

- 

- 

+ 

M6: eritroleucemia 

+ 

+ 

- 

M7: leucemia megacariocitica 
aguda 

- 

- 

+ 


MPO - mieloperoxidase, SB - sudart black, EN - esterase nao especifica. 
Fonte: Bennett JM, et ai Br J Haematol, 1976;33:451-8. 
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Recentemente, a OMS refez a classificapao das LMAs 
incorporando, alem da morfologia, caracteristicas com rele- 
vancia clinica e biologica comprovadas como, por exemplo, 
alterapoes geneticas e imunofenotipicas (Tabela 51.2). Essa 
nova classificapao esta em concordancia com a tendencia 
atual de se reconhecer os tipos de leucemia como entidades 
distintas quanto a fisiopatologia, aspectos laboratoriais e clini- 
cos, e tratamento. O grupo da OMS tambem determinou o 
limite inferior do numero de mieloblastos necessarios para o 
diagnostico. Assim, pela nova classificapao, a presenpa de pelo 
menos 20% de mieloblastos estabelece o diagnostico de LMA. 
Para efeito de preenchimento desse criterio numerico, deve- 
-se contar como blastos os mieloblastos, os monoblastos, os 
promonocitos e os megacarioblastos; os promielocitos ano- 
malos equivalem a blastos na leucemia promielocitica aguda 
(Figura 51.7). 


Tabela 51.2 Classificapao das leucemias mieloides agudas 

pela OMS. 

LMA com anormalidades citogeneticas recorrentes 

• t(8;21) (AML1-ETO) 

• inv(1 6) (CBFB-MYH11) 

• Leucemia promielocitica aguda -1(1 5; 17) (PML-RARA) 

• LMA com anormalidades 11 q23 (gene MLL) 

LMA com alterapoes relacionadas com mielodisplasia 

LMA relacionadas com terapia 

LMA nao classificada em outros grupos 

LMA com linhagem ambigua 
Fonte: Vardiman JW, et ai Blood. 2009;114:937-51. 

O hemograma dos pacientes com LMA geralmente 
apresenta leucocitose acentuada a custa de mieloblastos que, 
exceto na fase inicial da doenpa, correspondem a maior fra- 
pao da contagem diferencial do leucograma. Como a pro- 


dupao das outras series e tambem afetada, observa-se com 
frequencia plaquetopenia e anemia normocitica e normo- 
cromica de moderada a acentuada intensidade. Nos casos de 
leucocitose acentuada (> 50.000/mm 3 ) com predominio de 
mieloblastos, a suspeita diagnostica e mais evidente a partir 
do sangue periferico (Quadro 51.1); em contrapartida, uma 
leucometria diminuida com poucos mieloblastos circulantes 
pode dificultar o diagnostico. 


Quadro 51.1 Exemplo de hemograma de paciente porta- 
dor de LMA ao diagnostico. 

Hemoglobina 

7,1 g/dL 

Leucocitos totais 

98.000/mm 3 

Mieloblastos 

87% 

Bastonetes 

02% 

Segmentados 

07% 

Eosinofilos 

01% 

Linfocitos 

03% 

Plaquetas 

34.000/mm 3 


Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 


Quanto a analise citologica, os mieloblastos sao celulas 
de tamanho aumentado com nucleo exibindo cromatina 
frouxa com a presenpa de um ou mais nucleolos, alem de 
citoplasma basofilico, podendo apresentar alterapoes caracte- 
risticas, como granulapao (mieloblasto granular) e bastonetes 
de Auer. A ausencia de granulapao citoplasmatica (mieloblas¬ 
to agranular) pode tornar dificil ou mesmo impossivel a sua 
distinpao do linfoblasto (Tabela 51.3). 

Ha sempre a necessidade de se realizar um mielograma 
para confirmar o diagnostico de LMA e classificar a doenpa 
com relapao a morfologia, que pode ainda ser complemen- 
tada pela analise citoquimica (ver Tabela 51.1). A partir do 



Figura 51.7 Promielocitos anomalos na leucemia promielocitica aguda (A) e na sua variante hipogranular (B). 
Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 
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Tabela 51.3 Apresentagao morfologica dos mieloblastos. 




Mieloblasto com bastonete de 
Auer (seta) 


Fonte: Adaptada do livro Doenqas que Alteram os Exames Hematologicos 
- Naoum FA. 


aspirado medular, e imprescindivel a realizaqao de dois testes: 
a imunofenotipagem e a citogenetica. A imunofenotipagem 
revela positividade dos blastos mieloides para os marcadores 
CD 13 e CD33, sendo tambem extremamente util na con- 
firmagao da linhagem envolvida na LMA, alem de permitir 
o monitoramento de doenqa residual minima por meio de 
marcadores aberrantes. A citogenetica, por sua vez, apresenta 
forte valor prognostico dependendo das alteragoes cromos- 
somicas reveladas, o que pode interferir substancialmente no 
planejamento terapeutico. Na Tabela 51.2 estao listadas as al- 
teragoes cromossomicas que conferem bom prognostico ao 
paciente. Vale ressaltar que, no caso de citogenetica normal, 
recomenda-se, se possivel, a pesquisa por biologia molecular 
das mutagoes nos genes NPM1, CBPA e FLT3. 

A biopsia de medula ossea nao e um procedimento reali- 
zado rotineiramente para o diagnostico das leucemias agudas. 
Entretanto, quando a pungao medular (mielograma) e dificil 
e o material e escasso (“pungao seca”), a BMO e importante 
para concluir se a aspiragao dificil resulta de medula hipoce- 
lular ou medula ossea densamente infiltrada. O diagnostico 
de LMA-M7 (leucemia megacarioblastica) frequentemente e 


feito por BMO, uma vez que essa doenga cursa com fibrose 
medular, que resulta em “pungao seca” no mielograma. 

Leucemia linfoide aguda 

A leucemia linfoide aguda (LLA) e uma neoplasia lin¬ 
foide agressiva e clonal, manifestada pela proliferagao de lin- 
foblastos na medula ossea. Os linfoblastos derivam de celulas 
linfoides B ouT imaturas.A LLA responde por 80% das leu¬ 
cemias agudas que ocorrem na infancia, sendo seu pico de 
incidencia por volta dos 2 aos 5 anos de idade. No adulto, 
a LLA corresponde a 20% das leucemias agudas dessa faixa 
etaria e e geralmente mais agressiva do que na crianga. 

O quadro clinico na LLA se caracteriza por anemia, san- 
gramentos, febre e infecqoes por conta da substituigao dos 
elementos normais da hematopoiese pelas celulas leucemicas. 
Algumas particularidades clinicas da LLA sao a dor ossea e o 
fato de se tratar da leucemia que mais infiltra o sistema ner- 
voso central, dai a necessidade de coleta e analise do liquor 
em todos os casos diagnosticados. 

A LLA tambem foi classificada com relagao a morfologia 
pelo grupo FAB, que se baseou nas caracteristicas citologicas 
dos linfoblastos conforme mostra a Tabela 51.4. 


Tabela 51.4 Classifica^ao FAB da leucemia linfoide aguda. 

LLA-L1 


$ 




Linfoblastos pequenos e 
monomorficos com alta relagao 
nucleo-citoplasmatica. Nucleo de 
limites regulares, com cromatina 
frouxa e nucleolos geralmente 
ausentes. Citoplasma escasso 
com basofilia discreta ou 
moderada. 

LLA-L2 

Linfoblastos grandes e 
heterogeneos com baixa relagao 
nucleo-citoplasmatica. Nucleo de 
tamanho e forma variavel, com 
cromatina frouxa e nucleolos 
visiveis. Citoplasma geralmente 
abundante, com basofilia 
variavel. 

LLA-L3 (tipo Burkitt) 

Linfoblastos grandes e 
homogeneos. Apresenta nucleos 
arredondados, com cromatina 
frouxa e presenga de nucleolos. 
Citoplasma moderadamente 
abundante, com intensa basofilia 
e vacuolizagao citoplasmatica. 


Fonte: Adaptada do livro Doenqas que Alteram os Exames Hematologicos 
- Naoum FA. 
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Assim como na LMA, a classificagao da LLA baseada es- 
tritamente em criterios morfologicos tambem apresenta li- 
mita^oes, especialmente para os subtipos LI e L2 que, embora 
morfologicamente distintos, nao apresentam claras diferengas 
em termos de evolugao e resposta ao tratamento. 

Atualmente e imprescindivel realizar a analise imunofe- 
notipica da LLA, com determinagao da linhagem (B ou T) e 
estagio de maturagao dos linfoblastos. Cerca de 80% das LLA 
apresentam imunofenotipo de linhagem B. 

A citogenetica guarda forte relagao com o prognostico dos 
pacientes com LLA, com destaque para a presenpa do cro- 
mossomo Philadelphia, associado a um mau prognostico, e da 
hiperdiploidia, associada a um bom prognostico nessa doenga. 

Em relagao ao hemograma na LLA, cerca de 60% dos 
pacientes apresentam leucometria superior a 10.000/mm 3 . 
Entretanto, 25% dos pacientes com LLA sao leucopenicos 
(leucocitos < 4.000/mm 3 ). Nos casos de leucocitose, os lin- 
foblastos sao as celulas predominantes e sao observadas tam¬ 
bem sombras nucleares (celulas linfoides frageis, destruidas 
na realizagao do esfregago). Em contrapartida, os individuos 
leucopenicos podem apresentar linfoblastos em pequeno nu- 
mero ou ausentes, situagao denominada por alguns autores 
leucemia “aleucemica”. 

Em quase todos os pacientes com LLA, as describes do 
mielograma incluem medula ossea hipercelular com intensa 
infiltra^ao por linfoblastos. Por esse motivo, anemia e plaqueto- 
penia no hemograma estao constantemente presentes ao diag¬ 
nostico. Pode haver fibrose medular em 10% a 15% dos casos. 

O diagnostico diferencial de LLA inclui linfocitose atipi- 
ca decorrente de infec^oes virais, tumores solidos com metas- 
tase para medula ossea e leucemia mieloide aguda. 

No caso das infecgoes virais, o quadro clinico e tipico, 
com febre, linfonodomegalia superficial e, as vezes, espeno- 
megalia; o curso e autolimitado e a leucometria, bem como 
o numero de linfocitos atipicos, diminui com a resolugao da 
doenga. Certos linfocitos atipicos cujo nucleo apresenta cro- 
matina pouco condensada e nucleolo sao identificados ape- 
nas pelo fato de serem mais pleomorficos que os linfoblastos. 
Em boa parte dos casos, um citologista experiente consegue 
diferenciar sem dificuldades ambas as situates. 

Contudo, em alguns casos, a diferenciagao entre linfo- 
blastos e mieloblastos pode ser dificil ou mesmo impossivel 
apenas por criterios morfologicos, por exemplo, na diferen- 
ciagao entre linfoblastos caracteristicos de LLA-L2 e mielo¬ 
blastos agranulares da LMA-MO ou Ml. Nessas situates, sao 
necessarios recursos adicionais como: 

■ citoqufmica: linfoblastos sao geralmente positivos para 
PAS. Fosfatase acida e positiva principalmente nas celulas 
de linhagem T; 

■ imunofenotipagem: recurso capaz de confirmar a li- 
nhagem do linfoblasto (B ou T) e determinar seu estagio 
de maturagao; 

■ citogenetica: na LLA, assim como na LMA, a determi- 
nagao do cariotipo e mais importante para a avaliagao do 
prognostico do que para diagnostico diferencial. As prin¬ 


cipals alteragoes citogeneticas associadas a imunofenotipos 
especificos da LLA sao: t(l;19) na LLA pre-B; t(8;14) na 
LLA-B (tipo Burkitt); t(4;ll) na LLA mista com marcado- 
res mieloides; t(9;22) ou cromossomo Ph+ na LLA pro-B. 

Leucemia linfoide cronica 

A LLC e uma doen^a de progressao lenta e curso indo- 
lente, caracterizada pela prolifera^ao e acumulo de linfocitos 
B inicialmente nos linfonodos e na medula ossea, expandindo 
dai para o sangue periferico e demais orgaos hematopoieti- 
cos. Nos estagios avangados ha disfungao do sistema imune e, 
por vezes, manifestagoes de autoimunidade. 

A leucemia linfoide cronica (LLC) corresponde a apro- 
ximadamente 25% de todas as leucemias e a 60% das doengas 
linfoproliferativas. Acomete principalmente pacientes idosos 
entre 60 e 80 anos de idade; apenas 10% dos pacientes tern 
menos de 50 anos. A incidencia e duas vezes maior no sexo 
masculino. Entre todas as leucemias, a LLC e a que tern a 
maior frequencia familiar, em que 10% dos casos apresentam 
parente de primeiro grau com a doenga. 

No quadro clinico associado a LLC, destacam-se a fadiga, 
as adenomegalias, muitas vezes difusas e indolores, alem de 
hepatoesplenomegalia. No entanto, a maioria dos pacientes e 
assintomatica ao diagnostico, e a suspeita ocorre por meio do 
hemograma realizado como parte de exames de rotina, pre- 
-operatorios, ocupacionais, entre outros. Esse contexto reflete 
a responsabilidade da participagao do laboratorista na suspeita 
diagnostica, uma vez que, nessa situagao, sera o primeiro pro- 
fissional a entrar em contato com a doenga. 

O hemograma de pacientes com LLC revela leucocitose 
variavel (geralmente de 10.000 a 150.000/mm 3 ) com predo- 
minio de linfocitos com morfologia aparentemente normal e 
semelhante a dos linfocitos “tipicos”, ou seja, linfocitos pequenos 
com citoplasma escasso e cromatina condensada (Figura 51.8).E 
comum a presenga de sombras nucleares ou manchas de Gum- 



Figura 51.8 Linfocitose acentuada com predominio de linfocitos 
de pequeno tamanho e de morfologia aparentemente madura em 
esfrega^o sanguineo de paciente com LLC. 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 
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precht (linfocitos frageis, destruidos na realizacao do esfregago 
sanguineo) que se correlacionam com o numero de leucocitos 
totais e tem valor diagnostico (Figura 51.9). Uma pequena pro- 
porcao de prolinfocitos (1% a 5%) tambem e frequentemente 
observada no esfregago sanguineo de pacientes com LLC. 



Figura 51.9 Manchas de Gumprecht (ou sombras nucleares) no 
sangue periferico de paciente com LLC. 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 

Devido a linfocitose acentuada, perfazendo frequentemente 
80% a 90% do diferencial de leucocitos, ha diminuigao do valor 
relativo (%) dos neutrofilos, porem a contagem absoluta geral- 
mente se encontra dentro da normalidade (Quadro 51.2). 


Quadro 51.2 Exemplo de hemograma de paciente por- 
tador de LLC. 


Hemoglobina (g/dL) 

12,5 

Leucocitos (/mm 3 ) 

72.000 

Linfocitos 

89% 

Neutrofilos 

8% 

Monocitos 

2% 

Eosinofilos 

1% 

Plaquetas (/mm 3 ) 

178.000 


Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 


A ocorrencia de anemia ou plaquetopenia de acentua¬ 
da intensidade e incomum na LLC, de forma que a presenga 
dessas alteragoes nessa intensidade demanda a investigate de 
possivel disturbio autoimune associado, por exemplo, a anemia 
hemolitica autoimune, que ocorre em cerca de 10% dos casos. 

O diagnostico da LLC ate o advento da imunofenotipa- 
gem era baseado principalmente em parametros quantitativos. 
Assim, o diagnostico de LLC se estabelecia quando o paciente 
apresentava contagem absoluta e persistente de linfocitos supe¬ 
rior a 10.000/mm 3 . Atualmente, uma contagem de pelo me- 


nos 5.000 linfocitos/mm 3 com imunofenotipo caracteristico 
de LLC, notadamente a positividade para os marcadores CD5 e 
CD23, confirma o diagnostico. A utilizagao da imunofenotipa- 
gem para diagnostico de LLC e fundamental para diferencia- 
-la de outras doen^as neoplasicas que tambem cursam com 
linfocitose, como certos linfomas que infiltram medula ossea 
e sangue periferico. Alem disso, a imunofenotipagem tambem 
pode ter implicate prognostica na LLC, como no caso de po¬ 
sitividade para CD38, que confere um mau prognostico. 

A realizacao do mielograma e da biopsia de medula os¬ 
sea nao sao tao importantes para a confirmagao diagnostica 
tal qual o sao com os outros tipos de leucemia. O infiltra- 
do medular da LLC, tanto no aspirado quanto na biopsia de 
medula ossea, e caracterizado pela sua aparencia “monotona” 
resultante da presenga de grande quantidade de linfocitos pe- 
quenos e aparentemente normais, com pouca variabilidade 
morfologica. Essa infiltrate se da lentamente com a progres- 
sao da doenga, e a analise do mielograma geralmente revela 
eleva^ao do numero de linfocitos na medula ossea (> 30%). 
E importante destacar que o padrao de infiltracao pela LLC 
observado atraves da biopsia de medula ossea tem maior uti- 
lidade em virtude da sua relevancia prognostica. Assim, no 
inicio da doenga o padrao de infiltracao e nodular, ao passo 
que com a progressao do processo patologico torna-se difuso 
e associado a um prognostico ruim. 

O estudo citogenetico da LLC revela alteragoes cromos- 
somicas em cerca de 50% dos pacientes, sendo que as tres 
principals alteracoes citogeneticas sao: a trissomia do cromos- 
somo 12, as deletes ou translocates do brago longo do 
cromossomo 13 e as deletes da regiao llq23. Analises mo- 
leculares revelaram que mutates nos genes da regiao varia- 
vel da imunoglobulina (IgV) conferem melhor prognostico 
aos portadores de LLC. 

Com relacao a evolugao, a LLC pode manter seu curso 
indolente ou sofrer transformagao para um quadro semelhan- 
te ao da leucemia prolinfocitica (transformagao prolinfociti- 
ca; Figura 51.10), que e mais comum, ou para um linfoma 



Figura 51.10 Aumento de prolinfocitos (celulas linfoides grandes, 
com citoplasma abundante e nucleolos evidentes) na transforma^ao 
prolinfocitica da LLC. 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 
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agressivo de grandes celulas (sindrome de Richter), ambas as 
doen^as de maior gravidade e prognostico reservado. 

Leucemia mieloide cronica 

A LMC corresponde a 15% das leucemias do adulto, 
com pico de incidencia entre os 40 e 50 anos de idade. Fatos 
importantes que marcaram o estudo da LMC foram a desco- 
berta do cromossomo Philadelphia (Ph) em 1960 e a identi- 
fica^ao do gene quimerico BCR-ABL em 1986. 

Devido a evolugao insidiosa da LMC, o diagnostico e 
acidental em boa parte dos casos e os sinais e sintomas, quan- 
do presentes, consistem basicamente de fadiga, emagrecimen- 
to e esplenomegalia. Nos raros casos de leucocitose extrema 
(> 200.000 leucocitos/mm 3 ) pode haver sinais de hipervis- 
cosidade sanguinea como tontura, cefaleia, turvagao visual e 
parestesias. 

A principal alteragao do hemograma na LMC e a leu¬ 
cocitose, que geralmente varia de 50.000 a 200.000/mm 3 , 
podendo atingir valores superiores a 600.000/mm 3 . A leu¬ 
cocitose esta geralmente acompanhada de predominio de 
granulocitos, com desvio a esquerda, passando por todas as 
formas precursoras granulociticas ate mieloblastos (Figu- 
ra 51.11). Frequentemente o desvio a esquerda presente na 
LMC nao e escalonado, ou seja, nao obedece a ordem natural 
de matura^ao das formas precursoras dos granulocitos. Porem, 
a presenga de desvio escalonado nao exclui de forma alguma 
a suspeita diagnostica dessa doenga.A citologia do esfregago 
sanguineo e fundamental e revela sinais de displasia variavel 
na serie granulocitica em boa parte dos casos de LMC. E 
comum a presen^a de eosinofilia e basofilia que, quando in- 
tensas, sao indicativas de progressao da doenga (Quadro 51.3). 
Os pacientes podem ainda apresentar anemia de intensidade 
leve a moderada, geralmente do tipo normocitica e normo- 
cromica. E frequente tambem a presenga de plaquetose com 
valores proximos de 600.000/mm 3 , com plaquetas exibindo 
altera^oes morfologicas; no entanto, a plaquetometria pode 
estar normal ou ate diminuida em alguns casos. 



Figura 51.11 Presen^a de grande numero de granulocitos em varios 
estagios de matura^ao no esfrega^o de sangue periferico da LMC. 
Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 


Quadro 51.3 Hemograma de portador de LMC, revelan- 
do leucocitose acentuada com desvio a esquerda nao es¬ 
calonado ate mieloblastos, alem de eosinofilia e basofilia 

Hemoglobina (g/dL) 

10,1 

Leucocitos (/mm 3 ) 

125.000 

Mieloblastos 

3% 

Promielocitos 

2% 

Mielocitos 

10% 

Metamielocitos 

15% 

Bastonetes 

8% 

Segmentados 

37% 

Eosinofilos 

8% 

Basofilos 

4% 

Linfocitos 

13% 

Plaquetas (/mm 3 ) 

650.000 


Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 


No mielograma de pacientes com LMC, a medula ossea 
encontra-se geralmente hipercelular a custa de hiperplasia da 
serie granulocitica, o que acentua a razao entre series granu¬ 
locitica e eritroide (que normalmente e de 2:1) para >3:1. 
A avaliagao citogenetica na LMC e fundamental para o diag¬ 
nostico em virtude da presenga do cromossomo Ph em mais 
de 95% dos pacientes. O cromossomo Ph e o cromossomo 
22 encurtado, resultante da transloca^ao reciproca entre bra^o 
longo do cromossomo 9 e o brago longo do cromossomo 
22: t(9q+; 22q~). Neste cromossomo, a transloca^ao resulta na 
formagao do gene quimerico BCR-ABL , que pode ser am- 
plificado por tecnica de PCR para monitorizagao de resposta 
ao tratamento. 

A LMC e uma doenga trifasica. Em 85% dos casos, o 
diagnostico de LMC e feito na fase inicial, denominada fase 
cronica. Nessa fase, os pacientes apresentam leucocitose com 
poucos (ou nenhum) blastos circulantes no hemograma e 
esplenomegalia, ambos geralmente responsivos e controla- 
dos com o tratamento. Com a progressao da doen^a, pode 
ocorrer a fase acelerada, caracterizada por intensifica^ao da 
leucocitose com aumento do numero de blastos e basofilos, 
aparecimento de anemia e plaquetopenia nao relacionadas ao 
tratamento, alem da piora da esplenomegalia e necessidade de 
aumentos frequentes das doses da medica^ao para tratamento. 
Por fim, a doenga pode progredir para a sua fase mais gra¬ 
ve, a crise blastica, determinada pela presenga de pelo menos 
20% de blastos no sangue periferico ou na medula ossea.Vale 
ressaltar que cerca de 75% das crises blasticas sao mieloides 
(mieloblastos), mas 25% sao linfoides, com proliferagao de 
linfoblastos. 
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■ LINFOMAS 

Os linfomas representam as neoplasias hematologicas 
mais comuns no mundo (Figura 51.12) e compreendem um 
vasto grupo de doen^as que se desenvolvem no tecido linfoi- 
de, podendo ser originados nos linfonodos (linfomas nodais) 
ou fora deles (linfomas extranodais). Na maioria das vezes, o 
diagnostico dos linfomas e anatomo-patologico, por meio da 
analise de biopsia obtida do tecido linfoide acometido. Com 
base no padrao histopatologico, os linfomas sao subdividi- 
dos em linfomas de Hodgkin (LH) e linfomas nao Hodgkin 
(LNH), os quais sao ainda subclassificados em agressivos e 
indolentes. 
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—■— Linfoma nao-Hodgkin 

-Neoplasias nao linfoides 

—•— Mieloma multiplo 
—•— Linfoma de Hodgkin 



Figura 51.12 Incidencia das neoplasias hematologicas nos EUA, 
com destaque para o grande numero de casos novos de linfoma nao 
Hodgkin. 

Fonte: Adaptada de Morton LM e colaboradores. Blood 2006. 

Os LNH compreendem um grupo com mais de 30 
doengas diferentes, respondem por 75% dos linfomas e, ao 
contrario da apresenta^ao geralmente unifocal e ganglionar 
dos LH, se caracterizam pelo acometimento extranodal em 
40% dos casos (Tabela 51.5). A incidencia dos LNH aumenta 
com a idade, sendo que os subtipos indolentes sao mais fre- 
quentes em idosos e os agressivos em pacientes mais jovens. 
Ja o LH caracteristicamente apresenta seu pico de incidencia 
na terceira decada de vida. 

O diagnostico dos linfomas e essencialmente histopato¬ 
logico, baseado no aspecto das celulas neoplasicas, no infil- 
trado inflamatorio adjacente e no desarranjo causado pela 
doen^a na arquitetura do tecido envolvido, geralmente o 
linfonodo. A morfologia das celulas no tecido acometido 


Tabela 51.5 Classifica^ao das neoplasias linfoproliferati- 

vas de linhagem B 

e T pela OMS. 

Neoplasoas de celulas B Neoplasias de celulas T 

(85%) 

(15%) 

Precursora 

Precursora 

• LLA-B/Linfoma 

• LLA-B/Linfoma 

linfoblastico B* 

linfoblastico T* 


Madura (periferica) 

• LLC/Linfoma linfocitcf 

• Leucemia prolinfocitica 
Bt 

• Linfoma 
linfoplasmicitico + 

• Linfoma esplenico da 
zona marginal 1 

• Tricoleucemia + 

• Mieloma plasm ocitico/ 
Plasmocitoma 1 

• Linfoma MALT 1 

• Linfoma nodal de celulas 
B da zona marginal 1 

• Linfoma folicular + 

• Linfoma das celulas do 
manto* 

• Linfoma disufo de 
grande celulas B* 

• Linfome de Burkitt* 


Madura (periferica) 

• Leucemia prolingocitica 
V 

• Leucemia de grandes 
linfocitos granulares* 

• Leucemia de celulas NK* 

• Leucemia/Linfoma de 
celulas T do adulto 
(ATLL)* 

• Linfoma extranodal de 
celulas T/NK tipo nasal* 

• Linfomas de celulas T 
tipo enteropatia* 

• Linfoma hepatoesplenico 
tipod-5* 

• Linfoma de celulas T tipo 
paniculite* 

• Micose fungoide/ 
sindrome de Sezary + 

• Linfoma cutaneo 
primario anaplastico* 

• Linfoma anasplastico* 

• Linfoma 

angioimunoblastico* 

• Linfoma de celulas 
T periferico, nao 
caracterizado* 


* Agressivo; T lndolente; *lndolente, porem com progressao rapida 
Fonte: Vardiman JW, et oi Blood. 2009;114:937-51. 


e muitas vezes tipica, como a presenga da celula de Reed- 
-Sternberg, que e patognomonica do LH (Figura 51.13). No 
entanto, na maioria dos casos ha a necessidade de comple- 
mentar a histologia com o estudo imunohistoquimica para a 
defmifao do diagnostico. 

Os linfomas nodais praticamente nao alteram o hemo- 
grama, de forma que a participa^ao do laboratorio clinico 
e geralmente pequena na confirmagao diagnostica dessas 
doen^as. A exce^ao fica por conta de certos linfomas que se 
originam na medula ossea ou a infiltram, assumindo a apre- 
sentagao leucemica (linfomas “leucemizados”). 
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Figura 51.13 Celula de Reed-Sternberg (ao centro) em medula 
ossea infiltrada por LH. 

Fonte: Hoffbrand AV. Color atlas of clinical hematology. 3 a ediqao. 

Linfomas “leucemizados” 

Nos linfomas leucemizados, as celulas oriundas do lin- 
foma mantem as caracteristicas morfologicas e fenotipicas 
do tecido neoplasico que as originou. Os principais linfo¬ 
mas leucemizados oriundos de celulas B e suas respectivas 
caracteristicas morfologicas sao: linfoma linfoplasmocitico, cujas 
celulas neoplasicas apresentam diferenciagao plasmocitoide 
(linfocitos linfoplasmocitoides) com nucleo deslocado para 
a periferia da celula e citoplasma moderadamente abundante 
e basofilico; linfoma da zona do manto , com celulas maiores 
e mais pleomorficas que as da LLC e do linfoma folicular, 
com volume citoplasmatico variavel e nucleo discretamen- 
te indentado, exibindo cromatina pouco condensada e, por 
vezes, nucleolos; linfoma esplenico da zona marginal com lin¬ 
focitos vilosos, pouco maiores que os da LLC, apresentando 
alta relaqao nucleocitoplasmatica e vilosidades curtas e finas, 
geralmente confmadas a um dos polos da celula; tricoleucemia , 
tambem conhecida por leucemia de celulas “cabeludas”, ca- 
racterizada por celulas grandes com nucleo geralmente oval, 
exibindo cromatina parcialmente condensada (podendo con¬ 


fer nucleolos), alem de citoplasma abundante com projeqoes 
citoplasmaticas delicadas, que se assemelham a fios de cabelo. 
Dentre os linfomas T, destacam-se a leucemia/linfoma de celulas 
T do adulto (ATLL), que se caracteriza pela grande quantidade 
de linfocitos de tamanho pequeno e medio, com nucleo ir¬ 
regular, geralmente multilobado, assumindo, por vezes, forma 
de trevo ou flor (flower cell) , e a sindrome de Sezary, geralmente 
representando a fase leucemica de um linfoma cutaneo, de- 
nominado micose fungoide, caracterizada pela presenga de 
linfocitos neoplasicos pequenos com nucleo convoluto de 
aspecto cerebriforme (Figura 51.14). 

Assim, nos linfomas leucemizados, o hemograma e ge¬ 
ralmente a fonte inicial da suspeita diagnostica, embora ra- 
ramente a morfologia permita um diagnostico preciso da 
doenqa em questao. Dessa forma, testes adicionais, como a 
imunofenotipagem, sao frequentemente realizados em amos- 
tras do sangue periferico ou da medula ossea para que, aliados 
a morfologia, auxiliem na confirmagao do diagnostico. A Ta- 
bela 51.6 mostra, em linhas gerais, o painel imunofenotipico 
utilizado para confirmagao e diagnostico diferencial das neo¬ 
plasias linfoides leucemizadas de celulas B. 


Tabela 51.6 Classificagao imunofenotfpica das doengas 
linfoproliferativas cronicas de celulas B. 


Doenga 

igs 

IgC 

CD5 

CD10 

CD23 

CD43 

LLC 

+ 

-/+ 

+ 

- 

+ 

+ 

LLP 

+ 

+ 

- 

- 

- 

-/+ 

LM 

+ 

- 

+ 

-/+ 

- 

+ 

LF 

+ 

- 

- 

+/- 

-/+ 

- 

LZM 

+ 

-/+ 

- 

- 

-/+ 

-/+ 

LCC 

+ 

-/+ 

- 

- 

- 

- 


LLC - leucemia linfoide cronica; LLP - linfoma linfoplasmocitico; LM - 
linfoma da zona do manto; LF - linfoma folicular; LZM - linfoma da zona 
marginal; LCC - leucemia de celulas cabeludas; IgS - imunoglobulina de 
superficie; IgC - imunoglobulina citoplasmatica. 

Fonte: Bain B. Celulas sangumeas: um Guia Pratico. 4 a Edi<;ao. 



Figura 51.14 Citologia do sangue periferico em alguns linfomas leucemizados. (A) linfoma das celulas do manto; (B) tricoleucemia; 
(C) leucemia/linfoma de celulas T do adulto; (D) sindrome de Sezary. 

Fonte: Adaptada do livro Doen<;as que Alteram os Exames Hematologicos - Naoum FA. 
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■ MIELOMA MULTIPLO 

O mieloma multiplo representa 1% de todos os tipos de 
cancer e 10% das neoplasias hematologicas. A media de idade 
ao diagnostico e de 65 anos. Essa doenga caracteriza-se pela 
proliferagao clonal e descontrolada de plasmocitos maduros 
na medula ossea, o que resulta na produgao de uma proteina 
monoclonal (“proteina M”), geralmente uma imunoglobuli- 
na ou seus fragmentos. 

Na maioria dos casos, o quadro clinico consiste de can- 
sago e fraqueza devido a anemia e de dor ossea por conta 
de fraturas, microfraturas, lesoes liticas ou osteopenia grave. 
Ocasionalmente, alguns pacientes tambem podem apresentar 
insuficiencia renal e disturbio metabolico (p. ex.: hipercalce- 
mia) ao diagnostico. 

O hemograma geralmente revela anemia normocitica e 
normocromica, e na analise do esfregago sanguineo observa- 
-se a presenga do fenomeno de “Rouleaux” (empilhamento 
de hemacias) em moderada a acentuada intensidade (Figu- 
ra 51.15). Com excegao dos casos de doenga avangada ao 
diagnostico, nao se costuma observar plasmocitos no sangue 
periferico dos pacientes com mieloma multiplo. 





Figura 51.15 Fenomeno de Rouleaux no sangue periferico de 
paciente com mieloma multiplo. 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 



A confirmagao diagnostica dos casos suspeitos requer 
a coleta de mielograma evidenciando pelo menos 10% de 
plasmocitos na medula ossea e a identificagao da proteina 
monoclonal por meio de pico monoclonal na eletroforese de 
proteinas no sangue ou na urina (proteina de Bence-Jones), 
e tambem pelo teste de imunofixagao no sangue e na urina 
para confirmar com maior sensibilidade o carater monoclo¬ 
nal da doenga (Figura 51.16). A presenga de lesao organica 
relacionada ao mieloma distingue a apresentagao sintomatica 
e a assintomatica dessa doenga. 

Ainda no contexto diagnostico, a imunofenotipagem 
pode ser utilizada para caracterizar melhor a populagao 
plasmocitaria na medula ossea. Para analise de prognostico, 
recomenda-se realizagao de citogenetica e, se disponivel, do 
teste heavy lite ratio e cadeias leves, que tambem serve para 
monitorar a resposta ao tratamento. 

■ SINDROME MIELODISPLASICA 

As sindromes mielodisplasicas (SMD) sao doengas clonais 
da medula ossea caracterizadas por falencia medular e risco 
elevado de transformagao para LMA. A doenga afeta princi- 
palmente idosos e o principal mecanismo fisiopatologico e 
a hematopoiese ineficaz, em que o tecido hematopoietico, 
embora mantenha a capacidade de proliferagao, nao conse- 
gue sustentar as etapas normais de maturagao e diferenciagao 
celular, reduzindo a produgao de celulas sanguineas maduras 
e funcionais. 

O quadro clinico nessa doenga se relaciona com a ci- 
topenia vigente, como cansago na apresentagao de anemia e 
sangramentos cutaneos e mucosos nos casos de plaquetope- 
nias acentuadas. 

A suspeita de SMD geralmente se da pela observagao de 
citopenia isolada, bicitopenia ou pancitopenia no hemogra¬ 
ma, que se apresentam de forma persistente e nao responsivas 
a tratamentos convencionais. 

A hematopoiese ineficaz que caracteriza a fisiopatologia 
da SMD e repercutida pelas citopenias no sangue periferico 



Figura 51.16 Plasmocitose com plasmocitos displasicos em mielograma de paciente com mieloma multiplo (A), e pico monoclonal (seta) 
na eletroforese de proteinas (B). 

Fonte: Adaptada do livro Doengas que Alteram os Exames Hematologicos - Naoum FA. 
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contrastando com a hipercelularidade na medula ossea em 
boa parte dos casos. 

A confirmagao diagnostica requer uma analise cuidadosa 
e minuciosa de, ao menos, 200 celulas no esfregago sanguineo 
e de 500 celulas no mielograma. No mielograma, devera ser 
atestada a presenga de pelo menos 10% de displasia em uma 
ou mais linhagens. A combina^ao das alteragoes do sangue 
periferico e da medula ossea ainda representa a base para a 
classifica^ao das SMD pela OMS, que ja conta tambem com 
um subtipo classificado pela citogenetica (Tabela 51.7). 


Tabela 51.7 Classifica^ao das sfndromes mielodisplasicas 

pela OMS. 

• Citopenia refrataria com displasia unilinhagem 

• Anemia refrataria com sideroblastos em anel 

• Citopenia refrataria com displasia multilinhagem (com 
ou sem sideroblastos em anel) 

• Anemia refrataria com excesso de blastos 

• SMD com delepao do 5q 

• SMD nao classificada 

• Sindrome mielodisplasica da infancia 
Fonte: Vardiman JW, et ai Blood. 2009;114:937-51. 

As analises citologicas da medula ossea e do sangue 
periferico sao fundamentais para o diagnostico, porem sao 
dificeis e trabalhosas, exigindo conhecimento e experien¬ 
ce do citologista. No sangue periferico, a anemia tende a 
macrocitose com destaque para o aumento do numero de 
marovalocitos, alem de anisopoiquilocitose frequente (Figura 
51.17). Com rela^ao a morfologia dos granulocitos, merecem 
ressalva a presenpa de hipogranulagao, hipossegmenta^ao e 
a presenga de alguns mieloblastos circulantes (Figura 51.18). 



Figura 51.17 Anisopoiquilocitose com macrovalocitos no sangue 
periferico de paciente com SMD. 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 


As alteragoes granulociticas observadas no sangue periferico 
tambem se repetem na medula ossea, com destaque para a 
presenga de assincronismo de maturagao nucleo/citoplasma 
e o aumento do numero de mieloblastos (mas abaixo de 20%, 
caso contrario trata-se de LMA).Em rela^ao aos eritroblastos, 
sao caracteristicas a megaloblastose, a multinuclearidade, as 
pontes internucleares e o assincronismo de maturagao (Fi¬ 
gura 51.19). Na serie megacariocitica destacam-se a presenga 
de micromegacariocitos e formas com nucleo hipolobulado 
(monoformas) (Figura 51.20). 



Figura 51.18 Neutrofilo hipossegmentado ou pseudo-Pelger 
(abaixo) no sangue periferico de paciente com SMD. 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 



Figura 51.19 Mielograma de paciente com SMD evidenciando hi- 
perplasia da serie vermelha com dois megaloblastos (um a esquerda 
e outro a direita), alem de uma forma binucleada e uma figura de 
mitose (ambas ao centro). 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 
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Figura 51.20 Micromegacariocito com nucleo hipolobulado. 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 

E cada vez mais frequente na SMD a complementagao 
do diagnostico morfologico com o auxilio da imunofenoti- 
pagem do aspirado medular e da biopsia de medula ossea, a 
qual revela alteragoes importantes como a disposi^ao para- 
trabecular dos eritroblastos e a disposigao central dos blastos 
(ALIP - abnormally localized immature precursors ). 

A presenga de pelo menos 5% de blastos no mielogra- 
ma e fundamental na defmigao do subtipo ‘Anemia refrataria 
com excesso de blastos’ (AREB), que e ainda subdividido em 
tipo I (com 5% a 9% de mieloblastos) e tipo II (com 10% a 
19% de mieloblastos), sendo este ultimo o de maior gravidade 
pelo elevado risco de transforma^ao para LMA. 

Alem disso, o diagnostico de certos subtipos de SMD 
depende tambem da utilizagao de recursos adicionais como 
a colora^ao de Peris e a citogenetica. A colora^ao de Peris 
(coloragao para ferro medular) permite o diagnostico do 
subtipo ‘Anemia refrataria com sideroblastos em anel’, por 
revelar em ao menos 15% dos eritroblastos a presenga de 
ferro acumulado nas suas mitocondrias dispostas ao redor 
do nucleo, o que lhes confere a denominagao ‘sideroblastos 
em anel’ (Figura 51.21). 

Quanto a citogenetica, a presen^a da dele^ao 5q no ca¬ 
riotipo dos pacientes confirma o diagnostico do subtipo as- 
sociado a esta altera^ao. Na verdade, o estudo citogenetico e 
recomendavel para todos os casos suspeitos de SMD. Cerca 
de metade dos pacientes apresentam cariotipo normal, sen¬ 
do que nos casos alterados predominam as perdas cromos- 
somicas. As alteragoes mais comuns sao as perdas parciais ou 
completas dos cromossomos 5 e 7, trissomia do 8, 20q- ou 
cariotipo complexo. No momento, varios marcadores mole- 
culares estao sendo pesquisados, com destaque para a muta- 
£ao EZH2, associada a um pior prognostico. 



Figura 51.21 Colorado de Peris na medula ossea evidenciando 
dois sideroblastos em anel (ao centro). 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 

■ NEOPLASIAS MIELOPROUFERATIVAS 

As neoplasias mieloproliferativas (NMP), anterior- 
mente denominadas doengas mieloproliferativas cronicas, 
sao doengas clonais da celula-tronco hematopoietica, nas 
quais ha proliferagao aumentada das series mieloides com 
matura^ao eficaz, resultando em leucocitose no sangue pe- 
riferico e aumento da massa eritrocitaria ou plaquetose. 
Ha risco variavel de progressao para mielofibrose ou de 
transforma^ao leucemica. A Tabela 51.8 lista os diversos 
subtipos de NMP. 


Tabela 51.8 Classifica^ao das neoplasias mieloprolifera¬ 
tivas pela OMS. 


Neoplasias mieloproliferativas 


Leucemia mieloide cronica, BCR-ABL1 positivo 

Leucemia neutrofilica cronica 

Policitemia Vera 

Mielofibrose primaria 

Trombocitemia essencial 

Leucemia eosinofilica cronica, nao especificada 

Mastocitose 

Neoplasias Mieloides associadas a eosinofilia e a 
mutagoes PDGFRA, PDGFRB ou FGFR1 

Neoplasia mieloproliferativa, inclassificavel 

Fonte: Vardiman JW, et al Blood. 2009;114:937-51. 


632 


Parte 9 








Diagnostico Laboratorial das Neoplasias Hematologicas 


Em geral, as NMP compartilham aspectos clinicos e 
fisiopatologicos em comum como a hipercelularidade da 
medula ossea, a presenqa de esplenomegalia, o risco de trans- 
formaqao para LMA ou mielofibrose, o risco de hemorragia 
e trombose, e a presenqa da mutagao JAK2 V617F. 

A descoberta da mutagao JAK2 representou um grande 
avango diagnostico, ja que pode ser detectada em boa par¬ 
te dos pacientes com NMP. Alem disso, tambem possibilitou 
melhor compreensao da fisiopatologia dessa doenqa, uma 
vez que as JAK2 mutantes sao tirosinoquinases com ativagao 
constitucional que estimulam a hematopoiese de forma au¬ 
tonoma e clonal. 

Neste topico abordaremos as principals NMP caracteri- 
zadas pela ausencia do cromossomo Philadelphia (Ph): Polici- 
temiaVera,Trombocitemia Essencial e Mielofibrose Primaria. 

Policitemia Vera 

A Policitemia Vera (PV) e uma doenga neoplasica clo¬ 
nal caracterizada principalmente pelo aumento do volume 
total da massa eritrocitaria independentemente da aqao dos 
mecanismos habituais de regulagao da eritropoese, alem do 
aumento menos pronunciado da produqao de leucocitos e 
plaquetas (panmielose). 

Nessa doenqa, a media de idade ao diagnostico e de 55 
a 60 anos, e o quadro clinico se caracteriza por pele averme- 
lhada, por vezes com pletora, prurido (especialmente apos 
banho quente), esplenomegalia, alem de sinais de hipervis- 
cosidade sanguinea em alguns casos. Dentre as complicates 
clinicas que podem ocorrer, a mais preocupante e a trombose 
venosa ou arterial. 

No hemograma observa-se eritrocitose acentuada, geral- 
mente acompanhada de neutrofilia e plaquetose de discreta 
a moderada intensidade (Figura 51.22). Apos um tempo de 
evoluqao, pode ocorrer microcitose e hipocromia devido a 
depleqao dos estoques de ferro por conta a eritropoese ace- 
lerada. A PV deve ser suspeitada pelo hemograma quando 
a hemoglobina estiver acima de 18,5 g/dL em homens e 


Figura 51.22 Eritrocitose no esfregaqo de sangue periferico de 
portador de Policitemia Vera. 

Fonte: Adaptada do livro Doenqas que alteram os exames hematologicos 
- Naoum FA. 


16,5 g/dL nas mulheres, ou globulos vermelhos acima de 6,6 
milhoes/dL em homens e 5,9 milhoes/dL nas mulheres. 

Apos a suspeita, a confirmagao diagnostica dependera da 
realizagao de testes adicionais (Tabela 51.9). Do ponto de vis¬ 
ta pratico, a determinaqao da eritropoietina serica representa 
o primeiro passo de investigaqao, uma vez que se encontra 
normal ou diminuida na PV, ao contrario do que ocorre nas 
poliglobulias reacionais. 

Tabela 51.9 Criterios para diagnostico de Policitemia 
Vera.* 


Criterios maiores 


1. Hb > 18,5 g/dL (homem) ou > 16,5 g/dL (mulher) 

2. Mutagao JAK2 V617F presente ou mutagao similar 


Criterios menores 


1. Biopsia de medula ossea hipercelular com hiperplasia 
das 3 series (panmielose) 

2. Eritropoetina serica diminuida 

3. Formagao endogena de colonias eritroides in vitro 

* Para confirmaqao diagnostica sao necessarios 2 criterios maiores e 
1 menor, ou 1 criterio maior e 2 menores. 

Fonte: Vardiman JW, et at Blood. 2009;114:937-51. 

A seguir, recomenda-se a pesquisa da mutagao JAK2 
V617F que esta presente em 95% dos pacientes com PV, re- 
presentando um excelente marcador diagnostico, mesmo nao 
sendo exclusivo dessa doenqa. Igualmente importante e o estu- 
do da medula ossea, preferencialmente por biopsia de medula 
ossea, que revela hipercelularidade com hiperplasia trilinha- 
gem, alem da presenga de ilhotas de eritroblastos, aumento de 
precursores granulociticos e atipias megacariociticas. 

A PV apresenta baixo risco de evolugao para mielofi¬ 
brose ou transformagao para LMA, e a sobrevida media pode 
ser superior a 20 anos. O diagnostico diferencial deve ser 
feito com as poliglobulias reacionais, que normalmente tern 
na sua base fisiopatologica a ocorrencia de hipoxia arterial 
(p. ex.: tabagismo acentuado e cronico, DPOC, cardiopatias 
congenitas etc.). 

Trombocitemia essencial 

Na Trombocitemia Essencial (TE), a media de idade ao 
diagnostico e de 60 anos, sendo que dois terqos dos pacien¬ 
tes sao do sexo feminino. A doenga apresenta baixo risco de 
evoluqao para mielofibrose ou LMA, e a sobrevida e proxima 
daquela observada na populagao normal. 

A esplenomegalia geralmente consiste na unica alteragao 
clinica. Paradoxalmente, ha risco de hemorragia e trombose 
nessa doenqa, e isso se explica pelas alteragoes de funqao pla- 
quetaria que acompanham a plaquetose extrema. Assim, se 
houver tendencia a agregaqao espontanea, ocorre risco de 
trombose; de outra forma, a plaquetose acentuada pode levar 
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a Doenga de von Willebrand adquirida, facilitando a ocor- 
rencia de hemorragias. 

No hemograma, a principal alteragao e a plaquetose com 
contagens geralmente acima de 1 milhao/dL, com presen^a de 
frequentes plaquetas gigantes e macroplaquetas no esfregago, 
condizendo com as elevaqoes doVPM e PDW (Figura 51.23). 
Em um terqo dos casos observa-se tambem neutrofilia. 



Figura 51.23 Plaquetose com macroplaquetas e plaqueta gigante 
(abaixo) no esfregapo sanguineo de portador de Trombocitemia 
Essencial. 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 

A mutaqao JAK2V617F esta presente em cerca de meta- 
de dos pacientes comTE. 

Na medula ossea, ha geralmente um aumento acentuado 
do numero de megacariocitos, que se mostram grandes, hi- 
perlobulado e aglomerados (Figura 51.24). O diagnostico da 
TE e de exclusao, como demonstra aTabela 51.10, de forma 
que a realizagao da biopsia de medula ossea nao so auxilia 
na confirmaqao do diagnostico por conta das alteraqoes ja 


descritas na serie megacariocitica, como tambem afasta outras 
hipoteses pelas ausencias de desvio a esquerda significativo na 
granulopoiese e de fibrose relevante. 


Tabela 51.10 Criterios para diagnostico de Trombocite¬ 
mia Essencial.* 


Criterios 


1. Plaquetometria persistentemente > 450 x 10 9 /L 

2. BMO: proliferaqao proeminente de linhagem 
megacariocitica, com aumento do numero de 
grandes megacariocitos maduros. Ausencia 

de aumento significante ou desvio a esquerda da 
granulopoiese ou eritropoese. 

3. Nao preencher criterios (OMS) para PV, MFP, LMC 
BCR-ABL pos, SMD ou outra neoplasia mieloide. 

4. Presenqa de JAK2 V617F ou outro marcador clonal. 

Se ausente, excluir trombocitose reacional. 

* A confirmaqao diagnostica requer a presenqa dos quatro criterios. 

Fonte: Vardiman JW, et al. Blood. 2009;114:937-51. 

O diagnostico diferencial se faz com outras NMP em 
que a plaquetose pode representar a manifestagao inicial 
como PV, LMC e mielofibrose, e tambem com plaqueto- 
ses reacionais, que raramente ultrapassam 1 milhao/dL, e que 
podem ser causadas por processos infecciosos, inflamatorios e 
ferropenia, entre outras situaqoes. 

■ MIELOFIBROSE PRIMARIA 

A Mielofibrose Primaria (MF) tern seu pico de inciden- 
cia por volta dos 65 anos de idade e representa o subtipo mais 
raro entre os comentados neste topico, porem e o de maior 
gravidade, com redugao consideravel na sobrevida. 

Trata-se de uma neoplasia clonal da celula-tronco he- 
matopoietica em que megacariocitos anomalos estimulam 



Figura 51.24 Megacariocitos de tamanho aumentado e com nucleo hiperlobulado em mielograma de portador de Trombocitemia Essencial. 
Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 
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a proliferagao reacional de fibroblastos na medula ossea, le- 
vando a um quadro de fibrose medular. A fibrose medular e 
acompanhada da tentativa de compensagao da hematopoiese 
por outros orgaos (hematopoiese extramedular), notadamen- 
te o bago, dai a denomina^ao ‘mielofibrose com metaplasia 
mieloide agnogenica’. 

A maioria dos pacientes apresenta sintomas ao diagnosti¬ 
co decorrentes da insuficiencia da medula ossea causada pela 
fibrose (anemia, neutropenia e plaquetopenia), alem de ema- 
grecimento e desconforto abdominal por conta de espleno- 
megalia, por vezes volumosa. 

Na fase fibrotica, o hemograma geralmente revela pan- 
citopenia, mais pronunciada com relagao a anemia, e a anali- 
se minuciosa do esfregago sanguineo pode detectar numero 
elevado de dacriocitos associado a quadro leucoeritroblas- 
tico (Figura 51.25). Denomina-se quadro leucoeritroblasti- 
co a presenga de eritroblastos circulantes em conjunto com 
precursores granulociticos e, por vezes, blastos no sangue 
periferico. 



Figura 51.25 Quadro leucoeritroblastico (sangue periferico). (A) 
Eritroblasto e mieloblasto circulantes; (B) Promielocito e dacriocitos. 
Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 


A fibrose medular frequentemente impede a coleta do 
aspirado medular (‘pungao seca’ ao mielograma), de forma 
que a biopsia de medula ossea representa o metodo diagnos¬ 
tico de escolha para a investigagao diagnostica. A biopsia de 
medula na MF demonstra presenga de fibrose reticulinica ou 
do colageno, com celularidade irregular, numero elevado de 
megacariocitos anomalos a atipicos, formando agrupamentos 
densos, alem de dilata^ao dos sinusoides medulares (Figuras 
51.26 e 51.27). 



Figura 51.26 Fibrose reticulinica (filamentos escuros) revelada pela 
colora^ao da reticulinica na medula ossea de portador de mielofi¬ 
brose (biopsia de medula ossea). 

Fonte: Hoff brand AV. Clinical Hematology, 1994. 



Figura 51.27 Agrupamento de megacariocitos anomalos (ao centro) 
na medula ossea de portador de mielofibrose (biopsia de medula ossea). 
Fonte: BMJ best practice. Disponivel em: http://bestpractice.bmj.com/ 
topics/en-gb/1132 

A muta^ao JA2 V617F esta presente em cerca de 40% 
dos casos e as anormalidades citogeneticas em 50% (as quais 
sao de trabalhosa detec^ao pela dificuldade de se puncionar 
a medula ossea). 
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A Tabela 51.11 descreve os criterios necessarios para 
confirmagao do diagnostico de MF. 

Tabela 51.11 Criterios para diagnostico de Mielofibrose 
Primaria.* 


Criterios maiores 


1. Proliferagao de megacariocitos com atipia, geralmente 
acompanhada de fibrose reticuIfnica ou colagena. 

2. Nao preencher criterios para PV, LMC, SMD ou outras 
neoplasias mieloides. 

3. Presenqa de mutagao JAK2 V617F ou outro marcador 
clonal. Se ausentes, excluir mielofibrose secundaria. 


Criterios menores 


1. Quadro leucoeritroblastico. 

2. DHL elevado. 

3. Anemia. 

4. Esplenomegalia palpavel. 

* Para a confirma(;ao diagnostica sao necessarios ao menos 3 criterios 

maiores e 2 menores. 

Fonte: Vardiman JW, et al Blood. 2009;114:937-51. 
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Infecgoes Bacterianas e Virais 


■ INTRODUgAO 

Os processos infecciosos figuram historicamente entre 
as maiores causas de obito no ser humano, de modo que a 
evolugao ao longo de milhares de anos permitiu a formagao 
de um sistema de defesa altamente complexo e eficaz, co- 
nhecido por sistema imune. Os principios do sistema imune 
baseiam-se no reconhecimento e eliminagao de antigenos 
estranhos, notadamente os agentes infecciosos. 

A produgao, quantidade e distribuigao dos diferentes ti- 
pos de leucocitos no sangue periferico sao determinadas em 
grande parte pela atividade do sistema imune. Assim, em con- 
digoes normais, os valores de referenda leucocitarios repre- 
sentam, com discretas oscilagoes, a homeostase da atividade 
imunologica. 

Dessa forma, as alteragoes que observamos no leucogra- 
ma na vigencia de processos infecciosos nada mais sao do que 
reflexo da atuagao do sistema imune para coibir ou eliminar 
o agente agressor. E, naturalmente, ha uma resposta imune 
distinta e especializada para cada grupo de microrganismos 
infecciosos (bacterias, virus, parasitas etc.). 

■ BREVE REVISAO DA RESPOSTA IMUNE 

Os globulos brancos integram o sistema imune e, por- 
tanto, sua fungao primordial consiste na resposta imunologica 
frente a uma agressao ao organismo por agentes infecciosos, 
toxicos e tumorais, entre outros. De modo didatico, a resposta 
imunologica e dividida em dois tipos: resposta natural (ou 
inata; nao se altera com o tempo), que e mais rapida, porem 
pouco precisa a ponto de afetar tecidos normais, e a resposta 
adaptativa (ou especifica; sofre adaptagao ao longo da vida), 
que, embora seja mais demorada, e mais especifica e desen- 
volve memoria. Ambos os mecanismos caracterizam-se por 
apresentarem componentes celulares distintos e proprieda- 
des imunes particulares. Neste contexto, os granulocitos e os 
monocitos fazem parte da resposta natural, ao passo que os 
linfocitos integram a resposta adaptativa (Tabela 52.1). 

A resposta imune adaptativa ainda pode ser subdividida 
em resposta humoral (mediada por linfocitos B e imunoglo- 
bulinas) e resposta celular (mediada por linfocitos T). 


Tabela 52.1 Leucocitos e suas fun^oes na resposta imune. 

Tipo de leucocito 

Fungao 

Neutrofilos 

Quimiotaxia tecidual, fagocitose e 
destruigao de microrganismos 

Eosinofilos 

Fagocitose, liberagao de histamina, 
reatividade bronquica 

Basofilos 

Liberagao de mediadores 
inflamatorios, como histamina e 


leucotrienos 

Monocitos 

Forte agao fagocitica, remove 
antigenos (principalmente se 
estiverem ligados a anticorpos 
e proteinas do complemento), 
apresentagao de antigenos 

Linfocitos B 

Produgao de anticorpos 

Linfocitos T CD4 

Organizagao da resposta imune 
(requer apresentagao do antigeno 
pelo MHC classe II) 

Linfocitos T CD8 

Citotoxicidade (requer 
reconhecimento do antigeno 
apresentado pelo MHC classe 1) 

Linfocitos "natural 

Destruigao de celulas que nao 

killer" 

expressam MHC 


Fonte: Adaptada do livro Doenqas que Alteram os Exames Hematologicos 
- Naoum FA. 

A ativagao e a fase efetora das imunidades natural e adap¬ 
tativa sao mediadas por hormonios proteicos denominados 
citocinas. Assim, as celulas do sistema imune frequentemente 
se comunicam por meio da secregao de citocinas, as quais 
atuam como mediadoras e reguladoras das respostas imuno- 
logicas e inflamatorias. 

■ HEMOGRAMA NAS INFECgOES 
BACTERIANAS 

As infecqoes bacterianas representam a principal causa de 
neutrofilia na rotina de um laboratorio de hematologia. Dai 
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a importancia de se conhecer os detalhes e os padroes nume- 
ricos e citologicos normalmente observados no hemograma 
nessas situates. 

Mecanismo das neutrofilias reacionais 

Neutrofilia e o nome dado ao aumento do numero de 
neutrofilos circulantes. E importante destacar que, em con- 
digoes fisiologicas normais, cerca de 50% dos neutrofilos 
presentes no sangue periferico encontram-se marginados ao 
endotelio (pool marginal), enquanto os outros 50% circulam 
normalmente (pool circulante). O pool circulante dos neutro- 
filos corresponde a fragao que e avaliada pela leucometria. 

As infecgoes bacterianas sao geralmente acompanhadas 
de leucocitose as custas do aumento do numero de granulo- 
citos. As etapas da fisiopatologia da infec^ao aguda tendem a 
se correlacionarem com diferentes altera^oes observadas no 
leucograma. Assim, e importante destacar que, na fase inicial 
de uma infec^ao bacteriana, o processo inflamatorio promove 
o recrutamento dos neutrofilos marginados ao endotelio e 
tambem de uma parte dos circulantes para o local da infec- 
gao; nesse primeiro momento, o leucograma pode apresen- 
tar-se com leucopenia. Com a potencializa^ao e organizagao 
da resposta imune - que leva horas ou dias para ocorrer - ha 
repercussao sistemica com libera^ao de citocinas, que estimu- 
lam a produgao de neutrofilos pela medula ossea; nessa fase 
da infec^ao e comum a presenga de leucocitose. A intensida- 
de da neutrofilia depende de alguns fatores, como virulen- 
cia do microrganismo, idade e estado de saude do individuo. 
Por exemplo, criangas parecem apresentar neutrofilias mais 
intensas que adultos; por outro lado, pacientes idosos, desnu- 
tridos ou imunocomprometidos, podem apresentar resposta 
branda ou fraca frente a mesma infec^ao. Dentre as bacterias, 
os cocos Gram-positivos sao os que mais causam neutrofilia. 
No entanto, infecgoes por bacterias Gram-negativas tambem 
podem cursar com leucocitose e neutrofilia no hemograma. 

Alem disso, e importante diferenciar as neutrofilias rea¬ 
cionais por infec^ao das neutrofilias que ocorrem por es- 
timulos fisiologicos, as quais resultam da mobilizagao de 
neutrofilos do pool marginal para a circulagao, sem que haja 
aumento de produgao pela medula ossea, como ocorre, por 
exemplo, apos atividade fisica e tambem em certos momentos 
na gestagao. E importante ressaltar tambem que nem toda 
infec^ao bacteriana causa neutrofilia; de fato, determinadas 
infecgoes bacterianas suprimem a produgao de neutrofilos, 
resultan do em neutropenia. 

Desvio a esquerda 

Frequentemente, na vigencia de quadros infecciosos bac- 
terianos, a estimulagao do setor granulocitico da medula ossea 
provoca a liberagao de numero elevado de neutrofilos jovens 
no sangue periferico (bastonetes, metamielocitos, mielocitos 
e, em certas situates, ate promielocitos e mieloblastos). Esse 
fenomeno e denominado desvio a esquerda, pressupondo de 
forma didatica que a linha normal de maturagao celular seja 
representada da esquerda para a direita (Figura 52.1). 



Figura 52.1 Neutrofilia com desvio a esquerda (esfrega^o de san¬ 
gue periferico). Nota-se a presen^a de precursores granulociticos, 
incluindo urn promielocito (seta). 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 

O desvio a esquerda representa uma das unicas situagoes 
em que a avaliagao do valor relativo ou percentual dos leu- 
cocitos torna-se util. No entanto, os limites precisos (valores 
absolutos e relativos) que caracterizam o desvio a esquerda 
sao controversos. Assim, ha que se ter muito cuidado com 
alteragoes discretas, como, por exemplo, um leve aumento 
da porcentagem de bastonetes sem a presenga de leucocitose, 
pois frequentemente se trata de uma altera^ao laboratorial 
desprovida de relevancia clinica. Nesse contexto, a presenga 
de pelo menos 10% de bastonetes ou de formas mais precur- 
soras (metamielocitos, mielocitos etc.) na contagem diferen- 
cial de um leucograma que revela leucocitose com neutrofilia 
muito provavelmente seria acompanhada de condigao clinica 
relevante, que demandaria uma investiga^ao ou acompanha- 
mento especifico por parte do medico. 

Frequentemente, a intensidade da neutrofilia e do des¬ 
vio a esquerda guardam correlagao com o quadro clinico do 
paciente. Assim, por exemplo, quadros infecciosos leves pro- 
vocam leucocitose discreta com poucas formas imaturas de 
neutrofilos circulantes. Por outro lado, nas infec^oes graves 
ou na septicemia, podemos observar neutrofilia intensa com 
desvio a esquerda acentuado que, por vezes, acompanha-se de 
alguns mieloblastos circulantes. Outro aspecto importante do 
desvio a esquerda e que esse geralmente se resolve de forma 
gradual e paralela a melhora da doenga de base, tornando-se, 
portanto, um parametro util para avaliar a eficacia da terapia 
instituida. 

O desvio a esquerda que acompanha os processos in¬ 
fecciosos e geralmente escalonado, ou seja, sua composigao 
celular no sangue periferico respeita a ordem natural de ma- 
turagao dos granulocitos, fazendo com que a propor^ao de 
celulas maduras seja maior do que a de celulas j ovens. Quan- 
do o desvio a esquerda nao respeita a ordem de maturagao 
das celulas, ele e dito nao escalonado. A observagao de leuco- 
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citose com desvio a esquerda escalonado, associado a presenga 
de granulates toxicas e de corpos de Dohle, refletem gra- 
nulopoiese neutrofilica acentuada, frequentemente observada 
nas infeccoes bacterianas graves. O inicio do tratamento com 
resolu^ao do quadro infeccioso geralmente coincide com a 
melhora da leucocitose e com a diminuigao do desvio a es¬ 
querda (Tabela 52.2). 


Tabela 52.2 Exemplo da evolu^ao de leucocitose com 
desvio a esquerda em um paciente tratado por processo 
infeccioso bacteriano. 



Fase aguda 

Fase de 
convalescenga 

Leucocitos totais 

25.000/mm 3 
% mm 3 

1 5.000/mm 3 
% mm 3 

Metamielocitos 

5 

1.250 

0 

0 

Bastonetes 

15 

3.750 

5 

750 

Segmentados 

64 

16.000 

65 

9.750 

Eosinofilos 

0 

0 

2 

300 

Basofilos 

0 

0 

0 

0 

Linfocitos 

13 

3.250 

25 

3.750 

Monocitos 

3 

750 

3 

450 


Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 

Alteraqoes citologicas reacionais dos neutrofilos 

As alteragoes reacionais observadas no citoplasma dos 
neutrofilos sao as alteragoes qualitativas mais frequentes na 
pratica diaria e incluem as granulates toxicas, os corpos de 
Dohle, vacuoliza^ao e degranulagao, entre outras. Nos qua- 


dros reacionais, como nas infeccoes bacterianas, e comum a 
presenga de mais de um tipo de altera^ao citoplasmatica nos 
neutrofilos presentes em lamina e, por vezes, na mesma celula. 
Alem disso, nas situates reacionais, o acometimento celular 
por tais alteragoes nao e uniforme, podendo aparecer em al- 
guns neutrofilos e poupando outros. 

■ Granulates toxicas: trata-se da persistencia de gra- 
nulos primarios alterados nos neutrofilos, apresentando- 
-se, portanto, maiores e mais basofilicos que os granulos 
secundarios normalmente presentes nas formas mais 
diferenciadas (Figura 52.2). Nas infectes bacterianas, a 
presenga de granulates toxicas em neutrofilos maduros 
reflete uma aceleragao da produ^ao de granulocitos pela 
medula ossea. 

■ Degranula^ao: a degranula^ao e um fenomeno normal 
de neutrofilos que foram ativados ou agredidos. Nessas 
condigoes, os granulos primarios esvaziam seu conteudo 
dentro dos fagossomos, enquanto os granulos secunda¬ 
rios sao secretados para o meio extracelular. A degranu- 
lagao esta geralmente associada a ruptura da membrana 
celular no momento da realizagao do esfregago. 

■ Vacuolizafao: vacuolizagao no citoplasma do neutrofi- 
lo representa o produto da fagocitose associado a jungao 
dos granulos citoplasmaticos. A vacuolizagao resultante 
da ingestao de microrganismos e geralmente observada 
nos quadros infecciosos, principalmente na septicemia 
de etiologia bacteriana ou fungica; nessas situates, os 
vacuolos sao grandes, distribuidos de forma irregular no 
citoplasma e, por vezes, cercados por granula^ao toxica 
(Figura 52.2). 

■ Corpos de Dohle: sao agregados de RNA ribossomi- 
co ou reticulo endoplasmatico rugoso que podem ser 
observados em neutrofilos segmentados e bastonetes. 
Citologicamente aparecem como pequenas inclusoes 
citoplasmaticas, com 1 a 2 jum de diametro, de cor azul- 
-palido ou acinzentada, isoladas ou multiplas, dispostas 



Figura 52.2 Altera^oes reacionais dos neutrofilos: granulates toxicas (A), vacuoliza^ao (B) e corpos de Dohle (C; seta). 
Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 
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na periferia da celula (Figura 52.2). Os corpos de Dohle 
sao relativamente inespecificos, podendo estar associados 
a quadros infecciosos e septicos, inflamagoes, gravidez, 
queimaduras, pos-operatorio, entre outros. 

Reaqao leucemoide 

Em certas situagoes, a resposta neutrofilica a processos 
infecciosos e inflamatorios e tao exacerbada, que a leucome- 
tria atinge niveis geralmente observados apenas em proces¬ 
sos leucemicos, acima de 30.000 - 40.000/mm 3 , dai o nome 
de “reagao leucemoide”. Com frequencia, tais reagoes po- 
dem ser acompanhadas de desvio a esquerda de acentuada 
intensidade, que pode culminar inclusive com aparecimento 
de alguns mieloblastos nos quadros mais avangados. Por se 
tratar de condigao reacional e benigna, a reagao leucemoide 
e transitoria e as alteragoes exacerbadas normalizam-se gra- 
dualmente acompanhando a melhora clinica apos a institui- 
£ao do tratamento. A Figura 52.3 ilustra um caso de reagao 
leucemoide acompanhado pelo autor. 



Figura 52.3 Rea^ao leucemoide secundaria a erisipela e evolu^ao 
apos o inicio da antibioticoterapia. 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 


Neutropenia nos quadros infecciosos 

As infec^oes (bacterianas, virais ou fungicas) sao causas 
comuns de neutropenia. Qualquer processo infeccioso no 
qual o consumo e o recrutamento de neutrofilos sobre- 
pujam a produ^ao medular resultara em neutropenia. Essa 
situagao e frequentemente observada em idosos, criangas e 
pacientes debilitados com pouca reserva medular. Alguns 
exemplos de infec^oes virais caracterizadas por neutropenia 
sao: sarampo, febre amarela, dengue, hepatite viral e mono- 
nucleose infecciosa. 

Por fim, alguns individuos podem desenvolver neutrope¬ 
nia em decorrencia do desvio de neutrofilos circulantes para 
o pool marginal. Essa situagao pode ocorrer devido a rea^oes 
de hipersensibilidade, infecgoes virais ou hipotermia, sendo 
por isso denominada pseudoneutropenia, uma vez que o pool 
total de granulocitos nao esta reduzido. 

■ HEMOGRAMA NAS INFECgOES VIRAIS 

Ao contrario das bacterias, os virus nao tern parede ce- 
lular, nem atividade metabolica independente, de modo que 
utilizam celulas hospedeiras para se replicarem. O interferon 
e a principal citocina que confere prote^ao inicial as infec- 
goes virais, e os anticorpos sao importantes na prevengao da 
invasao e disseminagao dos virus na corrente sanguinea.Ja os 
linfocitos citotoxicos (CD8) e natural killer sao os responsa- 
veis pela destruigao de celulas infectadas, impedindo o alas- 
tramento dos virus de uma celula para outra. Dessa forma, a 
linfocitose com aumento do numero de linfocitos atipicos 
(ou ativados) e um achado frequente nas infecgoes virais. 

Linfocitoses reacionais 

Ao longo de uma resposta imune, alguns linfocitos so- 
frem ativagao e alteram a sua morfologia, deixando sua ca- 
racteristica de linfocito “tipico” (pequeno, com citoplasma 
escasso e nucleo com cromatina condensada) para assumir 
a forma de um linfocito “atipico” (maior, com citoplasma 
abundante e de contornos irregulares, e nucleo com conden- 
sagao variavel de cromatina), conforme mostra a Figura 52.4. 



Figura 52.4 Esfrega^o de sangue periferico evidenciando quatro linfocitos atipicos, sendo um deles linfoplasmocitoide (seta), e um linfocito 
tipico (ao centro). 

Fonte: Instituto Naoum de Hematologia. 
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Quando observamos linfocitos “tipicos”, e impossivel 
diferencia-los em linfocitos B ou T apenas com base na mor¬ 
fologia. Ja os linfocitos “atipicos” consistem, em sua maioria, 
de linfocitos T. Embora popular e consagrado, o termo “ati- 
pico” e um tanto quanto inadequado para designar esse tipo 
de linfocito, pois na verdade tratam-se de linfocitos normais 
que foram ativados pelo sistema imune. Alguns autores tam¬ 
bem utilizam a denominagao “virocitos” para essas celulas, 
o que tambem nao reflete a realidade, uma vez que linfo¬ 
citos ativados aparecem em outras situagoes alem das infec- 
goes virais; talvez os termos mais apropriados sejam linfocitos 
“ativados” ou “reacionais”. Os linfocitos B circulantes, por 
sua vez, tambem podem ser ativados pela resposta imune e 
assumir morfologia “atipica” e intermediary no processo de 
maturagao para plasmocito e, pela sua aparencia, sao denomi- 
nados linfocitos linfo-plasmocitoides (celulas com citoplasma 
arredondado, de contornos regulares, pouco mais abundante 
e basofilico que o do linfocito “tipico” e nucleo que tende a 
posicionar-se na periferia da celula) (Figura 52.4). 

A maioria das alteragoes reacionais dos linfocitos resul- 
ta da resposta imune a processos infecciosos virais que au- 
mentam o numero de linfocitos circulantes e alteram a sua 
morfologia. Embora classicamente descrita na mononucleose 
infecciosa, e importante ressaltar que a linfocitose absoluta 
acompanhada de numero elevado de linfocitos atipicos e um 
achado inespecifico que pode ocorrer em qualquer infecgao 
viral, independente do agente etiologico. Por outro lado, nao 
podemos esquecer que e possivel a presenga de infecgao viral 
sem linfocitose ou linfocitos atipicos. 

A linfocitose e estabelecida quando a contagem absoluta 
de linfocitos encontra-se acima de 4.000/pL em adultos, e 
superior a 8.500/pL em criangas. Em geral, as criangas sao 
mais propensas que os adultos tanto em relagao a intensidade 
da linfocitose quanto as alteragoes morfologicas dos linfoci¬ 
tos, sendo possivel a observagao de linfocitos atipicos ou ati¬ 
vados em criangas aparentemente saudaveis. Por outro lado, e 
importante destacar que o relato da presenga de linfocitos ati¬ 
picos ou ativados deve ser feito preferencialmente quando o 
seu numero supera 5% da contagem especifica dos leucocitos. 
ATabela 52.3 exibe as principal causas de linfocitose. 

■ Mononucleose infecciosa: e uma infecgao causada 
pelo virus Epstein-Barr (VEB), que acomete princi- 
palmente adolescentes e adultos jovens. O alvo do VEB 
e o linfocito B; a infecgao deflagra entao uma respos¬ 
ta imune com ativagao e proliferagao dos linfocitos T, 
que alteram sua morfologia tomando a conformagao de 
linfocitos atipicos, observados no esfregago de sangue 
periferico (geralmente acima de 20%). Clinicamente, os 
principais sintomas sao febre, dor de garganta, linfono- 
domegalia cervical e hepatoesplenomegalia. A infecgao 
tern curso autolimitado, durando cerca de duas semanas. 

■ Infecgao por citomegalovirus (CMV): essa doenga 
e muito semelhante a mononucleose infecciosa sob o 
ponto de vista laboratorial e clinico, embora os sintomas 
de dor de garganta e a linfonodomegalia nao sejam tao 


Tabela 52.3 Principais causas infecciosas de linfocitose. 

Infecgoes virais 

• Mononucleose infecciosa 

• Infecgao por citomegalovirus 

• Ocasionalmente: Hepatites virais, Dengue, Varicela, 
Rubeola, Adenovirus, Herpes virus 


Linfocitose infecciosa aguda 


Infecgoes bacterianas 

• Coqueluche 

• Ocasionalmente: tuberculose em recuperagao, 
brucelose, sifilis, doenga da arranhadura do gato, 
febre tifoide, difteria 

Infecgoes por protozoarios 

• Toxoplasmose 

• Ocasionalmente: malaria 

Fonte: Adaptada do livro Doenqas que Alteram os Exames Hematologicos 

- Naoum FA. 

comuns. Quando afeta o recem-nascido, pode causar doen- 
ga de inclusao citomegalica, hepatoesplenomegalia, ictencia, 
catarata e retardo mental. Os grupos mais suscetiveis a essa 
infecgao sao os pacientes imunossuprimidos, os receptores 
de transplante de medula ossea e os doentes politransfun- 
didos (pela possibilidade de receberem hemocomponentes 
contaminados com leucocitos infectados pelo CMV). 

■ Linfocitose infecciosa aguda: e uma condigao be- 
nigna e autolimitada que geralmente acomete criangas 
ate os 10 anos de idade. Nao se sabe ao certo a etiologia, 
que pode ser viral ou nao. A maioria dos pacientes e 
assintomatica, e os sintomas, quando presentes, incluem 
febre, sintomas respiratorios, diarreia e dor abdominal. 
A principal alteragao laboratorial e uma leucocitose 
acentuada, podendo chegar a 50.000/pL, as custas de 
linfocitos pequenos (“tipicos”) com pouca ou nenhuma 
alteragao morfologica resultante da intensa proliferagao 
de linfocitos T. O periodo de incubagao e de 12 a 20 
dias e a doenga dura de tres a cinco semanas. 

■ Coqueluche: nessa doenga, causada pela bacteria 
Bordetella Pertussis, o quadro laboratorial caracteriza-se por 
linfocitose com cerca de 70% a 90% de linfocitos “tipicos” 
com morfologia normal. Embora o achado de linfocitose 
seja incomum nas infecgoes bacterianas em criangas com 
mais de 6 meses de idade, na coqueluche acredita-se que a 
linfocitose observada resulta da agao da toxina bacteriana 
sobre a redistribuigao dos linfocitos, o que impede a sua 
migragao atraves do endotelio vascular. 

■ Toxoplasmose: e causada pelo Toxoplasma gondii e cur- 
sa com manifestagoes clinicas e laboratoriais semelhantes 
aquelas que acompanham a mononucleose infecciosa. 
Entretanto, na toxoplasmose, o comprometimento gan¬ 
glionar tende a ser generalizado e nao restrito as cadeias 


capitulo 52 


643 






Tratado de Analises Clinicas 


cervicais. Nao e comum a queixa de dor de garganta ou 
a presenga de esplenomegalia. A linfocitose e geralmente 
relativa e nao absoluta, embora a presenqa de morfologia 
reacional e linfocitos atipicos sejam comuns. 

Diagnostico diferencial das linfocitoses 

Uma linfocitose falsa ou pseudolinfocitose e frequente- 
mente observada nos disturbios hemoliticos graves como, por 
exemplo, nos pacientes portadores de talassemia maior e ane¬ 
mia falciforme. Nesses pacientes, a medula ossea apresenta-se 
hiperplasica, principalmente no setor eritroide, em virtude 
da estimulaqao hematogenica decorrente da hemolise acen- 
tuada, o que provoca a liberagao de um grande numero de 
eritroblastos no sangue periferico, que sao contados como 
linfocitos nos contadores eletronicos. 

Outra abordagem extremamente importante nas linfocito¬ 
ses e a diferenciagao entre as situaqoes reacionais e as doenqas 
neoplasicas (doencas linfoproliferativas agudas e cronicas). Geral¬ 
mente, as linfocitoses neoplasicas sao persistentes e as populacoes 
linfocitarias tendem a ser mais homogeneas, tendendo a um pa- 
drao morfologico comum, ao passo que nas linfocitoses reacio¬ 
nais a morfologia e mais variavel, alem do quadro ser transitorio. 
No entanto, o diagnostico diferencial nessas situacoes pode ser 
extremamente dificil, especialmente nas linfocitoses acentuadas, 
requerendo interpretaqao numerica cuidadosa e analise citologi- 
ca competente, sempre correlacionando os achados laboratoriais 
com o quadro clinico e a evolugao do paciente. A repercussao 
laboratorial das doenqas linfoproliferativas sera abordada no ca- 
pitulo “Diagnostico das neoplasias hematologicas”. 

Linfopenia 

A definiqao mais consistente de linfopenia e aquela ba- 
seada nos valores absolutos dos linfocitos, pois e mais relevan- 
te sob o ponto de vista clinico. 

A diminuiqao do numero de linfocitos circulantes pode 
resultar de baixa produgao, redistribuigao anormal ou des- 
truiqao de linfocitos. As principais causas infecciosas de linfo¬ 
penia estao listadas naTabela 52.4. 

Tabela 52.4 Principais causas infecciosas de linfopenia. 


Infecgoes 


• Influenza 

• Infecqao pelo HIV 

• Ocasionalmente: outras infecqoes virais, tuberculose 
miliar, pneumonia, malaria, septicemia. 

Fonte: Adaptada do livro Doencas que Alteram os Exames Hematologicos 
- Naoum FA. 


Um exemplo de linfopenia por alteraqao na distribuigao 
de linfocitos e aquela resultante da aqao de corticosteroides, 
que fazem os linfocitos ficarem retidos nos orgaos linfoides 
secundarios, bloqueando a sua recirculagao.Assim, o aumento 
da secreqao endogena de corticosteroides secundarios a pro- 
cessos agudos infecciosos e inflamatorios pode resultar em 
linfopenia transitoria. Na infecqao pelo HIV, o mecanismo e 
a destruiqao ou morte prematura de linfocitos. 
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Nao e incomum que alguma vez na vida uma pessoa 
tenha apresentado um sangramento nasal ou em um pequeno 
corte na pele. Entretanto, em muitos casos, a hemorragia cessa 
rapidamente. Esse resultado feliz resulta de uma a^ao do nos- 
so processo hemostatico normal. Hemostasia e a interrupgao 
da hemorragia no local da injuria e e um dos mais basicos 
mecanismos de defesa do organismo. Sem hemostasia nos 
poderiamos sangrar excessivamente mesmo apos um trauma 
trivial. Em contrapartida, uma formagao excessiva de coagulo 
dentro dos vasos poderia interromper o suprimento de san- 
gue para orgaos vitais. Felizmente, o organismo tern um siste- 
ma integrado de controles e equilibrios que permite manter a 
fluidez do sangue e inter romper rapidamente uma hemorra¬ 
gia. Quando um vaso sanguineo e lesado, quatro mecanismos 
maiores operam para controlar o sangramento: 1) mecanismo 
vascular, 2) mecanismo plaquetario, 3) mecanismo da coagu- 
lagao, e 4) fibrinolise. Esses quatro mecanismos sao essenciais 
para uma hemostasia normal e funcionam em conjunto, um 
dependendo do outro. Uma tendencia a hemorragia pode 
resultar de defeito em qualquer um desses mecanismos, e se 
um ou mais estiverem comprometidos o resultado pode ser 
uma grave hemorragia. 

Para compreender melhor uma tendencia a hemorragia, 
e conveniente dividir a hemostasia em dois estagios separados, 
um primario e outro secundario. A hemostasia primaria ocorre 
em razao de um tamponamento imediato de um orificio na 
parede do vaso, mediado por uma combinagao da vasocons- 
tricgao e da adesao e agregagao das plaquetas. A formagao de 
fibrina nao e essencial nessa fase. Pacientes com altera^ao na 
coagulagao, tais como os hemofilicos, por exemplo, tern uma 
hemostasia primaria normal, enquanto aqueles que apresen- 
tam trombocitopenia mostram defeito na primeira fase da 
hemostasia. A hemostasia primaria, no entanto, e de um be- 
neficio temporario. A hemorragia pode come^ar novamente, 
a menos que um tampao plaquetario friavel seja refor^ado 
por uma firme malha de fibrina. A hemostasia secundaria e efe- 
tuada pela coagula^ao sanguinea e concluida pela formagao 
de fibrina, que ajuda a manter o tampao hemostatico ate a 
cicatrizagao completar. No processo de repara^ao tecidual, o 
tampao de plaquetas e fibrina e gradualmente reparado pela 


fibrinolise e substituido por um tecido organizado. A lise pre¬ 
matura do coagulo, por uma fibrinolise acelerada pode tam- 
bem provocar sangramento, o que refor^a a importancia da 
fibrinolise na hemostasia. 

Por questoes didaticas, os mecanismos hemostaticos sao 
comentados separadamente, mas vale a pena ressaltar que os 
mesmos sao intimamente relacionados e inseparaveis. 

■ FASE VASCULAR 

O controle imediato de uma hemorragia provocada por 
uma injuria de um pequeno vaso e efetuado pela vasocons- 
tric^ao. Arterias e veias pequenas contem musculo liso, que 
podem contrair completamente quando elas sao lesadas. Os 
capilares nao tern fibras musculares, mas os esfincteres pre- 
-capilares podem exercer o controle do sangramento. A con- 
tra^ao vascular reduz o fluxo atraves do vaso lesado e pode ser 
suficiente, pelo menos temporariamente, para interromper o 
defeito do pequeno vaso. A vasoconstricgao e menos efetiva 
em prevenir perda sanguinea de uma arteria ou veia de maior 
calibre. 

O sistema hemostatico apresenta tanto propriedades 
pro-tromboticas como antitromboticas, as quais sao delicada- 
mente balanceadas para resolver problemas locais e sistemicos. 
Sob condigoes fisiologicas, forgas antitromboticas naturais ul- 
trapassam a tendencia trombotica, limitando a agregagao pla- 
quetaria e a ativagao da fibrina, enquanto o tonus muscular e 
otimizado para manter o fluxo sanguineo e garantir a fungao 
dos orgaos. 

Varias substancias sao liberadas ou ativadas no endotelio 
vascular lesado, ora para evitar a obstrugao vascular, ora con- 
tribuindo para a oclusao do vaso lesado (Tabela 53.1). 

A hemostasia dependente dos vasos e e tambem influen- 
ciada pelo suporte do tecido extravascular. Uma hemorra¬ 
gia na musculatura ou articulagao geralmente e limitada pela 
pressao que o sangue extravascular (hematoma) exerce sobre 
os pequenos vasos, provocando o colapso dos mesmos. Em 
contraste, quando a hemorragia e no trato gastrintestinal, o 
controle flea mais dificil. Algumas patologias hemorragicas 
classificadas como purpuras vasculares sao relacionadas na Ta¬ 
bela 53.2. 
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Tabela 53.1 Fatores produzidos pelo endotelio vascular. 



Fatores vasculares antitromboticos 

Fatores vasculares pro-tromboticos 


Inibidor da via do fator tecidual 

Fator tecidual 


Protema S 

Fator de Von Willebrand 


Fleparina-AT 

P-selectina 


Protema C 

Inibidor do ativador do plasminogenio 


Trombomodulina 

Tromboxano A 2 


Receptor endotelial da protema C 

Endotelina 


Ativador tecidual do plasminogenio 

Angiotensina II 


Oxido nitrico 

Prostaciclina 


Tabela 53.2 Defeitos vasculares. 


Doengas hemorragicas de causa vascular 


Teleangiectasia hemorragica hereditaria Purpura senil 

Purpura de Henoch-Schonlein Purpura da infecgao 

Vasculites Purpura do escorbuto 

Purpura do trauma Purpura da hipergamaglobulinemia 

Purpura das alteragoes do tecido conjuntivo 


■ FASE PLAQUETARIA 

As plaquetas sao pequenas, com o diametro de cerca de 
um tergo do das hemacias, arredondadas, anucleares e contem 
granulos pequenos dispersos no seu interior. Sao produzidas 
pelos megacariocitos e circulam por aproximadamente 10 dias 
no sangue. O sangue periferico contem 150 mil a 400 mil pla¬ 
quetas/mm 3 , que circulam sob a forma de discos, nao aderem 
ao endotelio vascular normal nem se agregam. 

A membrana externa participa de todas as interagoes 
com o ambiente e ocupa, portanto, um papel central na fi- 
siologia plaquetaria. Ela e composta de duas camadas de fos- 
folipidio em que sao acopladas glicoproteinas, colesterol e 
proteinas. Os fosfolipidios da membrana plaquetaria sao par- 
ticularmente ricos em acido aracdonico, o lipidio precursor 
das prostraglandinas e dos tromboxanos. 

A superficie plaquetaria apresenta cargas negativas, o que 
contribui para a repulsao das plaquetas, tendo um papel im- 
portante na prevengao da agregagao. A mudanga das cargas 
eletricas das plaquetas facilita a agregagao. 


Na microscopia eletronica as plaquetas apresentam mui- 
tos granulos (granulos densos e granulos a), assim como 
mitocondrias. Os granulos densos contem ADP, ATP, calcio e 
serotonina. Os granulos a contem outras substancias, como 
fibrinogenio, fibronectina, fator de von Willebrand, fator V, 
fator 4 plaquetario (PF 4), P-trombomodulina e fator de 
crescimento plaquetario. Essas substancias presentes nos gra¬ 
nulos tern um papel muito importante na fungao plaquetaria. 
As plaquetas contem, tambem, microfilamentos e um anel 
circunferencial de microtubulos que estao envolvidos na ma- 
nutengao da forma das plaquetas e no fenomeno contratil 
que ocorre durante a secregao plaquetaria e retragao do coa- 
gulo. O sistema canalicular fechado representa canais tortuo- 
sos no citoplasma das plaquetas e podem facilitar o transporte 
de substancias para o plasma durante a reagao de liberagao 
plaquetaria (Figura 53.1). 

As plaquetas apresentam, na superficie de sua membrana 
lipidica, uma serie de receptores especificos, na sua maioria 
glicoproteinas, que reconhece varias substancias, tais como: 
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Glicogenio 


Granulo 

eletron-denso 


Granulos 

a-especificos 


Mucopolissacaridio 
de superffcie 


Lisossomo 


Mitocondria 


Microtubulos perifericos 
(Alteragao na forma; liberagao) 


Membrana 

plasmatica 

(PF3) 


Sistema 
canicular 
ligado a 
superffcie 


Sistema tubular denso 
(sintese de prostaglandinas, 
fluxo do calcio) 


Filamentos submembranosos 
(protefna contratil das 
plaquetas) 


Fosfolipidios 
das plaquetas 


Figura 53.1 Plaqueta: ultraestrutura. 

Fonte: A Victor Hoffbrand e Jhon E Pettit. Atlas Colorido de Hematologia Clfnica, 3- Ed. 2000; 268. 


fator de von Willebrand (FVW), fibrinogenio, colageno, fi- 
bronectina, trombina, ADP, tromboxane A 0 e outros. 

A glicoproteina lb (GP lb) esta relacionada a varias ativi- 
dades funcionais diferentes: 1) como um receptor para o fator 
de von Willebrand quando as plaquetas sao estimuladas com 
ristocetina; 2) como um receptor de trombina; 3) como um 
receptor de anticorpos dependentes de drogas; e 4) com uma 
estreita proximidade com o receptor para imunocomplexos. 

A deficiencia das glicoproteinas lib (GP lib) e Ilia esta 
relacionada com a Tromboastenia de Glanzmann. 

Um dos mais impressionantes aspectos da fisiologia pla- 
quetaria e a habilidade das plaquetas em alterar sua forma de 
uma maneira dramatica e abrupta, de disco para esfera com 
emissao de pseudopodos. A manutengao da forma de disco 
em repouso e a explosiva mudanqa de forma sao ambas con- 
troladas pelo que chamamos de citoesqueleto plaquetario, 
composto das proteinas contrateis actina e miosina. A actina 
e a mais abundante de todas as proteinas plaquetarias, repre- 
sentando cerca de 20% do total, e e similar mas nao identica 
a actina do musculo. A miosina, embora seja analoga a mio¬ 
sina muscular, apresenta uma diferenga imunologica. A rela- 
£ao de actina/miosina e maior que no musculo esqueletico 
(100:1 versus 6:1). 

As plaquetas necessitam de enzimas para sintetizar acidos 
graxos e fosfolipidios. Dois diferentes mecanismos enzima- 
ticos para a estimulagao de liberagao do acido araquidonico 
dos fosfolipidios foram demonstrados (fosfolipase A 0 e fos- 
folipase C). O acido araquidonico nao se encontra presente 
sob a forma livre na celula em repouso, mas esterificado nos 
fosfolipidios da membrana celular. Pela estimulagao das ce- 


lulas endoteliais, plaquetas ou leucocitos, ocorre a expulsao 
de ions calcio do sistema tubular denso que ira ativar a fos¬ 
folipase C e a fosfolipase A r O acido araquidonico pode ser 
metabolizado por dois sistemas diferentes: pela via da lipoxi- 
genase ou pela via da cicloxigenase. A lipoxigenase produz 
nos leucocitos os leucotrienos, que possuem propriedades 
farmacologicas importantes, tais como quimiotaxia, aumento 
da permeabilidade e outras fungoes inflamatorias. A via que 
nos interessa e aquela relacionada com a cicloxigenase, que e a 
via mais importante na metabolizagao do acido araquidoni¬ 
co na plaqueta e nas celulas endoteliais. A partir da a^ao da 
cicloxigenase e produzida a prostaglandina G 2 , que sob a agao 
de uma peroxidase transforma-se em prostaglandina H r Essas 
duas prostaglandinas sao intermediarias que se formam na 
sintese das prostaglandinas e sao denominadas endoperoxidos 
ciclicos - substancias extremamente instaveis. As vias poste- 
riores de metabolizagao das prostaglandinas dependem do 
tecido no qual elas se encontram. Na plaqueta, sob efeito 
da enzima tromboxano-sintetase , forma-se o tromboxano A 2 que, 
espontaneamente, se transforma em tromboxano B 2 desprovi- 
do de qualquer atividade biologica. O tromboxano A 2 e um 
potente agente indutor de agregagao plaquetaria e potente 
vasoconstrictor, possui meia vida biologica de 30 segundos 
e e produzido principalmente pelas plaquetas. Nas celulas 
endoteliais da parede vascular, os endoperoxidos ciclicos 
(prostaglandinas), pela aqao da prostaciclina sintetase, sao trans- 
formados em prostaciclina (PGI 0 ). A prostaciclina impede a 
agrega^ao das plaquetas e e um vasodilatador. E bastante labil 
e apos cerca de 120 segundos se degrada espontaneamente 
em um derivado inativo. 
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Os endoperoxidos ciclicos encontram-se numa posigao 
central no metabolismo do acido araquidonico. Dependendo 
do tecido, diferentes metabolitos exercendo efeitos antago- 
nistas podem ser formados: o tromboxano A 2 (TXAJ, de agao 
agregante, ou a prostaciclina (PGI 9 ), antiagregante. 

A prostaciclina atuando sobre a membrana plaquetaria 
estimula a enzima adenilciclase, que possui a propriedade de 
transformar o ATP em AMP ciclico (AMPc), o qual ira de- 
sencadear a fosforilagao de uma proteina fixadora de calcio. 
Dessa maneira, os ions calcio, livres, podem ser novamente 
fixados as estruturas da membrana, provavelmente no sistema 
tubular denso. Quando nao existir mais ions calcio livres, as 
plaquetas desagregam-se. As celulas endoteliais sintetizam a 
prostaciclina a partir de seu proprio araquidonico, ou, entao, 
elas subutilizam os endoperoxidos ciclicos formados pelas 
plaquetas. A importancia fisiologica dessa rea^ao e facilmen- 
te compreendida: o agregado plaquetario serve para obstruir 
uma lesao local num vaso danificado. Ocorrendo uma pro¬ 
pagate do agregado para alem dos limites lesados do vaso, 
as celulas endoteliais normais imediatamente transformam os 
endoperoxidos ciclicos, formados pelas plaquetas ativadas du¬ 
rante a formagao do agregado plaquetario, em prostaciclina. 
Ela atuara sobre as plaquetas para que retomem a sua for¬ 
ma discoide, de maneira que o agregado seja desfeito. Dessa 
forma, elas podem retomar a corrente sanguinea, de sorte 
que nao se forme nenhum trombo na parte normal do vaso 
(Figura 53.2). 

Na circulate sanguinea normal, a camada de sangue 
contigua a parede vascular e isenta de celulas porque os ele- 
mentos figurados do sangue apresentam tendencia a se deslo- 
car no centro da corrente. 

As celulas endoteliais funcionalmente normais im- 
pedem a adesao de plaquetas atraves de muitos proces- 
sos ativos. As celulas endoteliais produzem uma serie de 
proteinas, bem como a prostaglandina / 9 (prostaciclina ou 
PGI 0 ), que e inibidora da agregagao plaquetaria e vasodi- 
latadora. A produgao localizada de prostaciclina aumenta 
quando plaquetas ativadas entram em contato com o en¬ 
dotelio normal. Essa produ^ao e interrompida toda vez 
que a celula endotelial for lesada, permitindo a adesao de 
plaquetas as bordas da lesao. No local onde o endotelio 
permanece integro, a produ^ao de prostaciclina se da nor- 
malmente, impedindo que o tampao hemostatico se pro- 
pague alem dos limites da lesao. 

Quando ocorre o desprendimento do endotelio, as pla¬ 
quetas entram em contato direto com as estruturas subendo- 
teliais expostas, por exemplo, as fibras de colageno presentes 
na membrana basal e microfibrilas. A adesao das plaquetas 
as microfibrilas necessita de uma proteina que faz parte do 
complexo do fator VIII, designada fator de von Willebrand 
(FVW). Esse fator faz a intera^ao entre as microfibrilas e as 
glicoproteinas especificas presentes na membrana das plaque¬ 
tas (receptores), o que permite a rapida adesao de plaquetas a 
parede vascular lesada. 

A invengao do agregometro permitiu uma quantifica- 
to simples da agrega^ao plaquetaria com razoavel precisao 


Plaqueta 



Figura 53.2 Bioquimica plaquetaria. 

quando uma atengao adequada e dada a parte tecnica. A mu- 
danga de forma da plaqueta e a primeira alteragao observada 
apos a adigao do ADP. 

A forma discoide das plaquetas e desfavoravel ao contato 
reciproco e ao desenvolvimento de forga de coesao suficiente 
para induzir a agregagao entre as plaquetas. O ADP, liberado 
pelas hemacias e plaquetas ativadas, o colageno subendotelial 
e a trombina sao tres substancias que transformam a plaqueta 
da forma discoide para esferoidal com forma^ao de pseu- 
dopodos, motivo pelo qual tais substancias sao denominadas 
indutores da agrega^do. Essas substancias atuam sobre recepto¬ 
res especificos da membrana plaquetaria, com liberagao dos 
ions calcio do sistema tubular denso. O calcio na presenga de 
uma proteino-quinase fosforila a cadeia leve da miosina , que 
sob essa forma se liga a actina. Em presenga de concentrates 
crescentes de calcio, formam-se fibras de actina que irao in¬ 
duzir a contra^ao centripeta do anel de microtubulos situado 
sob a membrana. Com isso, a membrana da plaqueta nao se 
encontra distendida e a celula se transforma, adquirindo uma 
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forma bizarra, rica em prolongamentos (pseudopodos) que 
irao assegurar o contato celular mais solido entre as plaquetas, 
que se interpenetram por meio de seus prolongamentos. 

O agente agregante ADP libera um receptor especifico 
na membrana da plaqueta para o fibrinogenio, o qual e um 
cofator essencial para a agregagao. A estrutura simetrica do 
fibrinogenio sugere que a sua fungao estaria no estabeleci- 
mento de ligagoes entre as plaquetas. 

A agrega^ao primaria induzida pelo ADP e sempre 
reversivel. A plaqueta ativada pode soltar-se, retomar a sua 
forma discoide e perder toda a sua afmidade pelas demais pla¬ 
quetas, de maneira que o agregado possa desfazer-se espon- 
taneamente. Para essa desativagao, e necessario que os ions 
calcio, que estavam livres no citoplasma, sejam novamente 
armazenados, mecanismo dependente da prostaciclina. 

A retomada da plaqueta a sua forma discoide dependent 
da intensidade da estimulagao exercida pelo agente indutor. 
Se a estimulagao for de intensidade e duragao suficientes, 
uma grande quantidade de ions calcio sera liberada do siste- 
ma tubular denso. Esses ions ativarao a fosfolipase que desenca- 
deara a libera^ao do acido araquidSnico, o qual se transformara 
em tromboxane A 0 na plaqueta. O tromboxane A 0 pode, alem 
disso, provocar quase imediatamente a secre^ao do conteudo 
dos granulos intraplaquetarios. A trombina estimula de manei¬ 
ra tao acentuada a agrega^ao que as fases primaria (reversivel) 
e secundaria (irreversivel) nao podem ser discernidas e as pla¬ 
quetas formam uma massa na qual nao e mais possivel distin- 
guir os seus contornos (fusao de plaquetas): nesse estagio o 
fenomeno atinge a irreversibilidade. 

O tromboxane A 2 nao e responsavel pela ativarao inicial 
das plaquetas, mas, sim, pelo resultado dessa ativarao; com o 
ADP presente no interior da plaqueta, o tromboxane A 2 e 
o corresponsavel pelo crescimento posterior do tampao he- 
mostatico. Nesse sentido, o ADP e o tromboxano A 2 podem 
ser considerados mensageiros quimicos da plaqueta. Existe 
um mecanismo de retroalimentagao positivo: ativagao das 
plaquetas - sintese de tromboxane A 2 - nova ativagao de pla¬ 
quetas - nova sintese de tromboxane A 9 etc. Essa agregagao 
secundaria e irreversivel. 

No fenomeno de contragao e descontragao da plaqueta, 
observa-se que a altera^ao morfologica da plaqueta e neces- 
saria, porem nao suficiente. O calcio extracelular, bem como 
glicoproteinas especificas (glicoproteina lib e Ilia), tambem 
deve estar presente na face externa da membrana plaqueta- 
ria.Ja foi demonstrado que essas glicoproteinas (receptores) 
formam juntas um complexo na membrana. Essas moleculas 
proteicas contem um agrupamento de hidrato de carbono 
que se encontra ancorado na membrana e fazem protrusao 
para o exterior como se fossem os galhos de uma arvore. 
Dentre outras fungoes, esses residuos servem para a fixagao 
do fibrinogenio. 

Na rea^ao de libera^ao, durante a alteragao de forma, os 
granulos deslocam-se para o centro da celula e mantem-se 
proximos entre si. Se a estimula^ao pelo agente indutor for 
de tal intensidade, a agregagao torna-se irreversivel; no caso 
de o agente ser o tromboxane A 2 ou a trombina, ocorrera a 


liberagao para o exterior de substancias acumuladas nos gra¬ 
nulos, fenomeno que recebe o nome de “reagao de liberagao ”. 
Nessa rea^ao, grande quantidade de ions calcio e liberada 
para o citoplasma. As membranas dos granulos e do sistema 
tubular aberto fundem-se de maneira que o conteudo dos 
granulos e impelido para esse sistema conectado a superficie, 
liberando-se para o meio extracelular. Pesquisas mostram que 
o conteudo dos granulos a e liberado em primeiro lugar e 
depois o conteudo dos granulos densos. 

■ COAGULAgAO SANGUINEA 

A formagao de trombina ocupa uma posigao central na 
coagulagao do sangue. Uma vez que essa enzima e forma- 
da em concentragao suficiente, ela ira imediatamente trans- 
formar o fibrinogenio em um gel de fibrina. Alem disso, a 
trombina tambem esta envolvida na agrega^ao plaquetaria e 
na liberagao de seus constituintes, bem como na ativagao dos 
fatores V, X,VII e XIII. 

O efeito da trombina sobre o fibrinogenio e relativa- 
mente simples. A ativagao da trombina a partir da pro trom¬ 
bina e mais complexa, uma vez que a formagao da enzima 
protrombinase (fator Xa) e um processo que envolve varios 
fatores, que se ativam em etapas sucessivas porque os fato¬ 
res da coagulagao estao normalmente presentes sob a forma 
inativa. A interagao entre os varios fatores ocorre sobre uma 
superficie de fosfolipidios de carga negativa. 

Essa e uma condigao necessaria porque a interagao dos 
fatores da coagulagao, quando em fase liquida, desenvolve-se 
lentamente em razao de sua baixa concentragao e tambem 
porque as enzimas ativadas podem ser neutralizadas pelos 
inibidores que se encontram no plasma. Com a adsor^ao, as 
enzimas se encontram em concentrates estequiometricas 
ideais para a sua interagao que, tambem, sera facilitada pela 
nao fixa^ao dos inibidores presentes no plasma a superficie 
fosfolipidica. 

A maioria das etapas de ativagao da coagulagao esta liga- 
da a proteolise limitada. Um por um os fatores da coagulagao 
sao ativados e, sob a forma ativada, requerem outro fator da 
coagulagao como substrato especifico para a sua atividade, 
permitindo a ativarao do fator seguinte (ativagao em cas- 
cata). Em sua grande maioria, os fatores da coagulagao sao 
serino-proteases (com excegao dos fatores Vila e XIIIa).Ja os 
fatores Villa e Va nao possuem atividade catalitica, mas fun- 
cionam como proteinas reguladoras da velocidade de ativa- 
gao. Alguns dos fatores da coagulagao, quando sob a forma 
ativada, tornam-se tao labeis que desaparecem durante a coa- 
gulagao (sao os fatores substratos: II,VIII,V e fibrinogenio). 
Outros componentes da coagula^ao permanecem estaveis 
apos a ativagao e podem ser encontrados no soro (sao os fa¬ 
tores sericos estaveis). 

A tradigao e a esquematizagao didatica querem que uma 
distingao seja feita entre as vias de ativagao intnnseca e ex- 
tnnseca. Na via intrinseca todos os fatores necessarios estao 
presentes no sangue circulante e a reagao e desencadeada pelo 
contato do sangue com uma superficie carregada negativa- 
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mente (p. ex.: o colageno subendotelial) ou entao uma super¬ 
ficie estranha (p. ex.: a parede de vidro de um tubo de ensaio). 
Na ativagao extrinseca, o fator de coagulagao esta presente 
nos Kquidos provenientes dos tecidos lesados, e nao no san- 
gue circulante que desencadeia a rea^ao inicial. Secundaria- 
mente a uma lesao vascular, esse fator tecidual, denominado 
tromboplastina tecidual (fator III), mistura-se com o sangue e 
induz a coagulagao. A partir da ativa^ao do fator X, as duas 
vias apresentam-se comuns. 

■ MECANISMO INTRINSECO DA 
COAGULAgAO 

Algumas proteinas da coagulagao sao prontamente ad- 
sorvidas em superficies carregadas negativamente, como o 
colageno e a membrana basal: sao os fatores XII, XI, o cini¬ 
nogenio de alto peso molecular e a pre-calicreina. No plasma o 
cininogenio de alto peso molecular se associa reversivelmente 
com a pre-calicreina e o fator XI mostrando uma maior afi- 
nidade para o ultimo. Quando o fator XII entra em contato 
com uma superficie carregada negativamente, sera adsorvido 
e sofrera uma alteragao conformacional, tornando a molecula 
muito mais sensivel a degradagao proteolitica, por exemplo, 
pela calicreina e plasmina. O complexo circulante pre-cali- 
creina-cininogenio de alto peso molecular e tambem adsor¬ 
vido sobre superficies que possuem cargas negativas porque o 
cininogenio possui uma regiao rica em histidina, que possui 
carga positiva. Uma ativa^ao reciproca ocorre entre a porgao 
livre da calicreina nesse complexo e o fator XII adsorvido. O 
resultado dessa intera^ao e a ativa^ao do fator XII e a forma- 
gao da calicreina, a qual ira liberar a bradicinina do cininogenio 
de alto peso molecular. O papel do cininogenio de alto peso 
molecular seria o de transporte de moleculas (pre-calicreina e 
fator XI) que sao imobilizadas sobre uma superficie de carga 
negativa e dispostas proximas aos demais fatores de coagula- 
gao. Dessa forma, os fatores Xlla e XI estao dispostos em uma 
rela^ao quimica bastante proxima. O fator Xlla ativa o fator XI 
que, ao contrario da calicreina, permanece firmemente ligado 
a superficie. Enquanto o processo da coagulagao continua, a 
calicreina difunde-se e ira ativar os sistemas das cininas, fibri- 
nolitico e tambem do complemento. 

A proteolise reciproca envolvendo o fator XII e a pre- 
-calicreina e de grande importancia na ativagao da fase contato, 
mas ainda nao se conhece o que desencadeia a reagao inicial. A 
hipotese mais aceita e a de que o fator XII, bem como a pre- 
-calicreina, possui baixa atividade enzimatica, a qual somente 
aparece quando essas moleculas sao colocadas proximas, o que 
pode ocorrer sobre uma superficie com carga negativa. 

O fator XIa ativa o fator IX (fator anti-hemofilico B), de- 
pendente da vitamina K, fixa o calcio (fator IV) gragas ao re- 
siduo de acido y-carboxiglutamico, e assim permanece fixo 
a superficie de micelas de fosfolipidios. O fator VIII liga-se 
diretamente sobre a superficie de fosfolipidios, mesmo na au- 
sencia de ions calcio. O fator IX pode ativar o fator X, mas tal 
ativagao e feita muito mais rapidamente na presen^a do fator 
VIII, considerado um cofator nao enzimatico. Uma acelera- 


£ao adicional dessa reagao ocorre quando o fator VII e ativado 
pelo fator Xa ou pela trombina. Existem evidencias de que 
o complexo fator IXa - fator Villa - fosfolipidio e a unidade 
catalitica na ativa^ao do fator X; a incorporagao do fator IXa 
nesse complexo enzimatico e acelerada na presenga do fator 
VIII ativado (Villa). 

A intera^ao entre os fatores IX e VIII desenvolve-se lenta- 
mente quando estao livres em solugao; entretanto, assim que 
as moleculas de trombina estimulam as plaquetas, expondo a 
sua superficie fosfolipidica, essa interagao desenvolve-se mui¬ 
to mais rapidamente. A partir do fator X, a ativagao dos dois 
sistemas intrinseco e extrinseco da coagulagao desenvolve-se 
por uma via unica - o mecanismo comum da coagulagao. 

■ MECANISMO EXTRINSECO DA 
COAGULAgAO 

Somente dois fatores da coagulagao participam efetiva- 
mente na ativa^ao do fator X. Um deles e uma lipoproteina 
de origem tecidual e tanto o componente proteico como 
o lipidico sao necessarios, e e denominado fator tecidual (ou 
tromboplastina tecidual ou fator III); o outro fator e uma gli- 
coproteina cuja sintese depende da vitamina K: e o fator VII, 
presente no sangue circulante. Quando o fator tecidual entra 
em contato com o sangue, o fator VII na presenga do calcio fa¬ 
tor IV) fixa-se atraves de seu residuo do acido y-carboxiglu- 
tamico ao componente fosfolipidico do fator tecidual. Mesmo 
sob a forma nao ativada, o fator VII pode ativar lentamente 
a molecula do fator X, ligado aos fosfolipidios: na presenga 
de moleculas do fator Xa essa ativa^ao se passa muito mais 
rapidamente (mecanismo de retroalimentagao positiva), pois 
o fator Xa converte o fator VII em fator Vila. 

Uma vez que o fator Vila, ligado atraves do calcio ao 
fator tecidual (fator III) tambem ativa o fator IX, as duas vias de 
ativagao da coagulagao influenciam-se mutuamente. 

■ MECANISMO COMUM DA COAGULAgAO 

A via comum come^a a partir do fator Xa, um fator de- 
pendente da vitamina K. A ativa^ao dessa proteina e feita 
na coagulagao intrinseca sobre uma superficie fosfolipidica, 
particularmente sobre a superficie de plaquetas ativadas pela 
trombina. Na coagulagao extrinseca e o componente lipidico 
da lipoproteina do tecido que serve de suporte. O fator V da 
coagulagao fixa-se solidamente por meio de ligagoes hidro- 
fobicas aos fosfolipidios e, junto com o fator Xa e ions calcio, 
atua como cofator nao enzimatico para a rapida formagao 
da protrombinase, que transformara diretamente a protrombina 
fator II) em trombina. Nessa etapa tambem existe um meca¬ 
nismo de retroalimentagao positiva, pois a trombina modifica 
o fator V acelerando muito a reagao.Vale notar que o fator V 
se encontra normalmente presente na membrana da plaqueta. 

O fator Xa pode quebrar a molecula da protrombina em 
dois locais, rea^ao que pode ocorrer assim que as substan- 
cias se encontrem livres em solugao, mas que se produzira de 
maneira muito mais eficiente na presenga do fator V ligado a 
superficie de fosfolipidios. 


652 


Parte 10 



Fisiologia da Hemostasia 


A protrombina (fator II) e uma proteina dependente de 
vitamina K e que por meio de ions calcio fixa-se aos residuos 
do acido y-carboxiglutamico as superficies fosfolipidicas. 

Desde que a trombina se encontre livre e disponivel, ela 
atua sobre o fibrinogenio, molecula composta de tres pares de 
cadeias polipeptidicas. A trombina quebra uma ligaqao entre 
arginina-glicina na extremidade aminada de cada uma das 
cadeias a e cada uma das duas cadeias P, de maneira que cada 
molecula libera dois fibrinopeptideos a e dois fibrinopeptideos p. 
O monomero de fibrina restante se fixa firmemente pelas ex- 
tremidades (apos a separaqao dos fibrinopeptideos a) e lado 
a lado (apos separaqao dos fibrinopeptideos p). Isso se torna 
possivel gramas a separaqao dos fibrinopeptideos que expoe 
superficies que podem agora reagir com superficies comple- 
mentares de outros monomeros de fibrina por ligagoes hidro- 
fobicas e/ou pontes salinas e/ou pontes de hidrogenio. Esses 
monomeros de fibrina ligados sao denominados polimeros, 
sao ainda soluveis (fibrina instavel) e precipitam, a menos que 
eles se tornem grandes. A precipitagao dessa fibrina constitui- 
-se no gel de fibrina que forma o esqueleto do trombo. 

O fiator XIII mais o calcio determinam o aparecimento 
de ligaqoes covalentes entre os monomeros de fibrina que 
precipitam. Em consequencia dessas ligagoes covalentes o po- 
limero de fibrina torna-se mais solido e menos sensivel a agao 
trombolitica da plasmina (fibrina estavel). 


Mecanismo intrinseco Mecanismo extrinseco 



Figura 53.3 Cascata da coagulaqao. 

PTTA: Tempo de tromboplastina parcial ativada. FL: fosfolipfdeo. 
Fonte: Arquivo Livro Hemostasia SBAC. Cascata da coagulaqao. 


■ INIBIDORES NATURAIS DA COAGULA^AO 

A principal funqao fisiologica da coagulaqao sanguinea e 
contribuir para obstruir a lesao de um vaso sanguineo. Uma 
vez atingido esse objetivo, devera existir um mecanismo que 
previna a formaqao incontrolada de novas fibras de fibrina. 
Se esse mecanismo regulador nao funcionar, existe o perigo 
de trombose. 

O organismo dispoe de mecanismos fisiologicos para 
proteger-se de certos fatores ativados da coagulagao. Nesse 
particular, existe uma glicoproteina plasmatica, fabricada no 
figado, denominada antitrombina III. Fisiologicamente, essa 
proteina e a mais importante. Alem de sua agao sobre a trom¬ 
bina, ela inibe outras proteases, tais como os fatores Xa, IXa, 
Xlla e a calicreina. A antitrombina III fixa-se a trombina de 
uma forma lenta, porem a sua velocidade pode ser acelerada 
em cerca de mil vezes na presenga da heparina. No homem, a 
heparina presente no sangue circulante e bastante baixa, po¬ 
rem as celulas endoteliais contem o sulfato de heparan, uma 
substancia bastante semelhante a heparina e que possui a pro- 
priedade de acelerar de forma bastante acentuada a interagao 
trombina-antitrombina III. Individuos que apresentam taxas 
diminuidas de antitrombina III sao predispostos a apresentar 
trombose. 

A proteina C representa outro mecanismo fisiologico de 
defesa contra a formaqao incontrolada de fibrina. E uma 
proenzima cuja sintese hepatica depende da vitamina K e 
e ativada pela trombina e pela trombomodulina, presente 
nas celulas endoteliais. A proteina C ativada por esse pro- 
cesso inativa os fatores V e VIII da coagulaqao. Esses fatores 
determinam a velocidade de formagao da trombina, dai a 
relevancia da proteina C. Outra proteina com participagao 
importante no processo de inibiqao da coagulaqao e a pro- 
teina S , sintetizada no figado e tambem dependente da vi¬ 
tamina K. A proteina S atua como cofator da proteina C, 
acelerando a inativagao dos fatores V eVIII. Os pacientes 
com deficiencia de proteina C e proteina S sao mais pro- 
pensos a trombose. 

Existem outros inibidores fisiologicos da coagulaqao, 
como a a 9 macroglobulina, C inibidor e a a i antitripsina, 
mas com uma participagao pouco importante quando corn- 
parados a antitrombina III, proteina C e a proteina S. 

■ FIBRINOLISE 

O sistema fibrinolitico compreende tres componentes: a 
proenzima plasminogenio , que sofre ativaqao transformando- 
-se em plasmina; ativadores do plasminogenio , os quais podem 
ter diferentes origens: ativador sanguineo, ativador endotelial, 
ativador dos tecidos ou ativador intrinseco do plasminogenio; 
e inibidores , os quais rapidamente neutralizam a plasmina ou 
interferem na atividade do plasminogenio. 

A ativaqao do plasminogenio pode ocorrer por diferentes 
vias: a via intrinseca ou humoral , na qual todos os componentes 
envolvidos estao presentes na forma de precursor no sangue, 
uma via extnnseca na qual o ativador se origina dos tecidos 
ou da parede vascular, e e liberado no sangue atraves de esti- 
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mulos ou trauma, e uma via exogena na qual a substancia ati- 
vadora, estreptoquinase ou uroquinase , sao infundidas com fins 
terapeuticos. 

A ativa^ao intrinseca do plasminogenio ocorre pelo fa- 
tor XII, pre-calicreina, cininogenio de alto peso molecular e 
possivelmente outros componentes. O mecanismo exato para 
essa ativagao, assim como sua importancia biologica, ainda 
nao e bem conhecido. A calicreina e capaz de ativar o plasmi¬ 
nogenio diretamente, originando a plasmina. 

A ativagao extrinseca do plasminogenio e feita atraves 
dos ativadores do plasminogenio que se encontram nos va- 
rios orgaos, tecidos e secregoes. Esses ativadores parecem 
ser serino-proteases e tern sido parcialmente purificados a 
partir de perfusao vascular post-mortem , e tambem do san- 
gue apos exercicios fisicos. Um ativador do plasminogenio 
do tecido, sob a forma altamente purificada, foi isolado e 
caracterizado a partir do cora^ao de sumo, utero humano e 
do sobrenadante de cultura de diferentes tecidos humanos. 
E bem provavel que o ativador do plasminogenio encon- 
trado no sangue represente o ativador do plasminogenio 
de origem vascular. Existe uma identidade desse ativador 
com o ativador de origem tecidual, porem ambos diferem 
da uroquinase. Uma propriedade importante do ativador do 
plasminogenio de origem vaso/sangue e a sua alta afmidade 
pela fibrina. 

O ativador exogeno do plasminogenio e representa- 
do pela uroquinase e estreptoquinase. A uroquinase e uma 
proteinase do tipo tripsina, a qual foi isolada da urina hu- 
mana ou de cultura de celulas renais de embriao. A uro¬ 
quinase difere do ativador do plasminogenio de origem 
vascular tanto em suas caracteristicas antigenicas como em 
sua especificidade enzimatica, particularmente no que diz 
respeito a ativa^ao da fibrina associada ao plasminogenio. 
A estreptoquinase e um produto nao enzimatico produzido 
pelos estreptococos que forma um complexo estequiome- 
trico de 1:1 com o plasminogenio ou plasmina, conver- 
tendo tanto a proenzima como a enzima em um eficiente 
ativador do plasminogenio. 

O plasminogenio e uma P-globulina que em sua forma 
inativa tern na sua por^ao aminoterminal o acido glutamico 
(glu-plasminogenio). Esse plasminogenio e convertido atra¬ 
ves de digestao limitada pela plasmina em plasminogenio 
que possui em sua porgao aminoterminal o aminoacido lisi- 
na, valina ou metionina, passando a receber a designagao de 
“lys-plasminogenio”, que tern meia vida plasmatica de 0,8 
dia. Essa forma de plasminogenio e transformada em plas¬ 
mina pela quebra de uma unica ligagao arginina-valina. A 
plasmina compoe-se de duas cadeias, uma cadeia pesada ou 
cadeia A, e uma cadeia leve ou cadeia B, que contem o sitio 
ativo. As duas cadeias sao mantidas juntas por meio de pon¬ 
tes dissulfeto. A forma “lys-plasminogenio” apresenta uma 
maior afmidade pela fibrina, sendo muito mais rapidamente 
ativada pela uroquinase do que o “glu-plasminogenio”. 


A inibigao do sistema fibrinolitico pode ocorrer sobre 
a plasmina ou no nivel do ativador do plasminogenio (PA). Ha 
mais de uma decada, a a 2 ~antiplasmina foi identificada como 
a principal inibidora da plasmina. A a 2 ~macroglobulina atua 
como um inibidor muito fraco da plasmina e, por isso, e 
dada pouca importancia, nos dias de hoje, para seu papel 
como um regulador da fibrinolise. A inibi^ao fisiologica do 
ativador tecidual do plasminogenio (t-PA) e do ativador do plas¬ 
minogenio tipo uroquinase (u-PA), no plasma humano, ocorre 
primariamente pelo inibidor do ativador do plasminogenio 1 
(PAI-1) e pelo inibidor do ativador do plasminogenio 2 (PAI-2). 

A a 9 -antiplasmina pertence a familia dos inibidores cha- 
mados de serino-protease. A a 9 -antiplasmina, semelhante- 
mente a outros inibidores de proteases do plasma, tern um 
amplo espectro de inibigao, mas seu papel fisiologico como 
inibidor de outras proteinases e desprezivel. A a 9 -antiplasmi- 
na reage rapidamente com a plasmina, ligando-se a fibrina 
quando o sangue coagula em presenga do calcio e do fator 
XIII ativado. 

O PAI-1 e um inibidor primario do ativador tecidual do 
plasminogenio (t-PA) e do ativador do plasminogenio tipo 
uroquinase (u-PA) no plasma humano. As plaquetas contem 
uma quantidade significante de PAI-1, que e liberado duran¬ 
te a rea^ao de liberagao plaquetaria, resultando num aumento 
de atividade de duas a cinco vezes a do PAI-1. Essa alta con- 
centragao de PAI-1 no local pode contribuir para a resisten- 
cia do plasma rico em plaquetas a lise do coagulo. 

O PAI-1 esta presente no plasma e e derivado de varias 
fontes, incluindo celulas endoteliais, tecido adiposo, figado e 
plaquetas. 

O PAI-2 foi primeiramente demonstrado no extrato 
de placenta, sendo localizado no epitelio do trofoblasto. Alta 
concentra^ao de PAI-2 pode ser encontrada no plasma du¬ 
rante a gravidez, mas tambem pode ser identificada no ho- 
mem e em mulheres nao gravidas. O PAI-2 foi identificado 
em leucocitos humanos, e tambem e secretado pelos mono- 
citos, macrofagos e celulas do linfossarcoma. 

Durante a formagao do tampao hemostatico ou a diges¬ 
tao do trombo, produtos originados da degradagao da fibrina 
sao liberados na circulagao e sao chamados de D-dimero e 
sao distintos daqueles originados da degradagao do fibrino- 
genio, chamados de PDF (Figura 53.4). 

Quando a formagao do tampao hemostatico apresenta 
algum defeito (p. ex.: na hemofilia), ocorrendo a fibrinolise 
fisiologica, pode agravar-se o sangramento e o uso de antifi- 
brinoliticos pode ajudar na hemostasia. 

O completo equilibrio envolvendo o endotelio, as pla¬ 
quetas, os fatores da coagulagao, os inibidores naturais da coa- 
gulagao e a fibrinolise serve para promover o balango correto 
entre a hemostasia no local da injuria e a recuperagao do 
vaso sanguineo. Qualquer defeito desse intrincado mecanis¬ 
mo pode provocar um desequilibrio, resultando num quadro 
de hemorragia ou de trombose. 
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Figura 53.4 Sistema fibrinolitico. 

SK: estreptoquinase; tPA: ativador do plasminogenio tecidual; PDF: produtos 
de degradaqao da fibrina. 

Fonte: Modificada de de A Victor Hoffbrand e Jhon E Pettit. Atlas Colorido 
de Hematologia Clinica, 3 s Ed. 2000; 296. 
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■ FATOR I - FIBRINOGENIO 

O fibrinogenio e uma glicoproteina produzida pelo he- 
patocito, com peso molecular de 340.000 daltons e meia- 
-vida de 72 a 120 horas. Ele e formado por uma sequencia de 
aminoacidos que constituem 3 pares de cadeias polipeptidicas 
diferentes, denominadas: Aa 9 , BP 9 e y o . 

Durante a transformagao do fibrinogenio em fibrina, 
pela a^ao da trombina, ocorrem tres processos fundamentais 
na molecula dessa proteina: 

1. A liberagao dos fibrinopeptidios A e B das cadeias Aa e 
BP para a conversao do fibrinogenio em monomero de 
fibrina. Os monomeros de fibrina e que vao dar origem 
a fibrina. 

2. A polimerizagao dos monomeros de fibrina para formar 
a malha de fibrina. 

3. A estabilizagao da fibrina, por meio de enlaces covalentes 
por a^ao do fator XIII. 

O fibrinogenio tern uma participa^ao central na hemosta¬ 
sia, consequentemente a ausencia de fibrinogenio ou uma alte- 
ragao na sua fungao podem determinar defeitos na coagulagao 
sanguinea. Podem ocorrer defeitos adquiridos ou congenitos 
na molecula do fibrinogenio. Os defeitos hereditarios podem 
ser caracterizados por uma ausencia de fibrinogenio plasmati- 
co (afibrinogenemia) ou por um defeito funcional da molecula 
(disfibrinogenemia). Os pacientes portadores de afibrinogene¬ 
mia geralmente sao diagnosticados ao nascer, quando podem 
apresentar hemorragia significativa. Os pacientes com disfi¬ 
brinogenemia podem apresentar um quadro clinico bastante 
heterogeneo: aproximadamente a metade dos pacientes e as- 
sintomatica; um quarto apresentara quadro hemorragico; e os 
demais estarao associados com fenomenos tromboticos. 

A afibrinogenemia hereditaria e transmitida por um 
gene autossomico recessivo, com uma prevalencia estimada 
em 1:1.000.000. A prevalencia de hemofilia A (1:10.000) e 
muito maior que a afibrinogenemia. O diagnostico da afibri¬ 
nogenemia e feito com a ausencia de formagao de coagulo 
e, consequentemente, com os tempos incoagulaveis quando 


se faz o TP, o PTTA e o tempo de trombina (TT). O tempo 
de sangramento (TS) tambem esta prolongado pela ausencia 
de fibrinogenio nos granulos a das plaquetas. A dosagem do 
fibrinogenio confirma o diagnostico. 

Na disfibrinogenemia ocorre um prolongamento nos 
tempos de coagula^ao do TP, PTTA e do TT. Na disfibri¬ 
nogenemia associada com trombose pode ocorrer um en- 
curtamento no TT. Em todos esses casos, a quantidade de 
fibrinogenio sera normal. 

■ FATOR II - PROTROMBINA 

A protrombina e um fator de coagulagao dependente da 
vitamina K para a sua sintese hepatica. Apos sua ativacao pela 
protrombinase (fator Xa, fator Va, calcio e fosfolipidio plaque- 
tario), resulta a formagao de trombina. A protrombina tern um 
peso molecular de 72 daltons e sua meia-vida e de 60 a 70 horas. 

A prevalencia aproximada de deficiencia genetica da 
protrombina e del: 1.000.000 a 1:2.000.000. 

A suspeita diagnostica surge quando encontramos um 
tempo de protrombina (TP) e um tempo de tromboplastina 
parcial ativada (PTTA) alterados. O diagnostico especifico re- 
quer a dosagem da protrombina. 

Uma mutagao na molecula da protrombina, caracteri- 
zada pela substituigao da guanina pela adenina na posigao 
20.210 do gene da protrombina determina um risco maior 
de trombose. 

■ FATOR III - FATOR TECIDUAL 

O fator tecidual, com peso molecular de 45 Daltons, e 
um cofator associado as celulas que ativa o fator VII em fator 
Vila e e considerado o gatilho fisiologico do sistema de coa- 
gulagao na hemostasia normal e provavelmente em doen^as 
tromboticas. O fator tecidual esta presente nas celulas epite- 
liais, nos fibroblastos da adventicia dos vasos sanguineos, as- 
trocitos do cerebro e esta exposto na injuria vascular. 

Nenhum caso de deficiencia de fator tecidual sugerindo 
que essa deficiencia seja letal foi descrito ate hoje. 
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■ FATOR V 

O fatorV ativado e um cofator que faz parte do comple- 
xo protrombinase, juntamente com o fator Xa e o fosfolipi- 
dio plaquetario. E fabricado no figado, tem peso molecular de 
300 daltons e uma meia vida de 12 a 24 horas. 

A deficiencia hereditaria do fatorV e transmitida por um 
gene autossomico recessivo, e rara e esta associada com uma 
tendencia hemorragica que varia de leve a grave. Sua preva¬ 
lence e cerca de 1:1.000.000. 

A associagao da deficiencia do fatorV com a deficiencia 
do fatorVIII, embora rara, e a interagao mais frequente entre 
os fatores da coagulagao. 

A deficiencia do fatorV pode produzir um tempo de 
sangramento muito prolongado, provavelmente pela falta de 
fatorV nas plaquetas. Esta provado que 20% do fatorV circu¬ 
late esta presente nos granulos a das plaquetas. 

A suspeita da deficiencia de fatorV ocorre quando en- 
contramos um TP e um PTTA prolongados. O diagnostico 
definitivo e feito com a dosagem especifica do fatorV. 

O defeito genetico mais conhecido do fatorV e uma mu- 
tagao que determina um ganho da fungao, como o que ocorre 
no fatorV de Leiden, uma troca da arginina pela glutamina no 
codon 506. Essa mutagao nao cursa com hemorragia, mas ao 
contrario, os pacientes tem uma tendencia a trombose. 

■ FATOR VII 

O fator VII e uma glicoproteina de peso molecular de 
50.000 daltons, sintetizada pelo figado, vitamina K depen- 
dente e que apresenta uma meia-vida mais curta entre os 
fatores de coagulagao (4 a 6 horas). O fatorVII e converti- 
do para fator Vila por uma pequena proteolise. Esta proteina, 
entretanto, tem discreta atividade fisiologica ate combinar-se 
com o fator tecidual. O complexo formado pelo fator Vila 
e fator tecidual converte o fator X para Xa na presenga de 
fosfolipidio e do calcio. O fator Vila tambem converte o fa¬ 
tor IX a fator IXa na presen^a do fator tecidual e do calcio. 
Enquanto essas duas formas de ativa^ao sao mais importantes 
sob condigoes fisiologicas, estudos recentes efetuados in vitro 
tem demonstrado que o fator Xa e gerado quase exclusiva- 
mente pelo complexo fatorVIIa-fator tecidual durante a fase 
inicial de ativagao do mecanismo da coagulagao. 

A conversao do fator VII em fator Vila ocorre na presenga 
da trombina, fator IXa, fator Xa e do fator Xlla. Ha evidencias, 
tambem, de que o fator Vila pode ser gerado por um mecanis¬ 
mo autocatalitico, e este mecanismo tem um importante papel 
na inicia^ao do mecanismo extrinseco da coagulagao. 

A deficiencia hereditaria do fator VII e transmitida por 
um gene autossomico recessivo, e o quadro hemorragico 
pode ser leve, moderado ou grave. Mais de 100 muta^oes da 
molecula do fatorVII ja foram descritas.As manifestagoes he- 
morragicas variam, mas, em pacientes com deficiencia grave 
do fatorVII, o quadro clinico e parecido com o da hemofilia. 
Interessante e que alguns pacientes com deficiencia signifi- 
cativa do fatorVII nao apresentam sintomas hemorragicos, 
podendo inclusive ser submetidos a cirurgias de grande porte 


sem hemorragia. A explicagao para este fenomeno nao esta 
esclarecida. 

Classicamente, suspeita-se da deficiencia do fator VII 
quando o TP esta prolongado e o PTTA normal. O diagnos¬ 
tico definitivo e atraves da dosagem do fatorVII 

■ FATOR VIII 

O fator VIII e uma glicoproteina de peso molecular de 
300.000 daltons, com meia vida de 8-16 horas e que parti- 
cipa no meio do mecanismo intrinseco da coagulagao. Ele e 
aparentemente sintetizado pelas celulas de Kupfer, no figado, 
e secretado no plasma, onde ele circula, em parte, como um 
complexo com o fator deVon Willebrand (FVW). 

O fator VIII funciona como um cofator na coagulagao 
sanguinea, na qual acelera a conversao do fator X em fator 
Xa, na presenga de fator IXa, calcio e fosfolipidio. O fator 
VIII sofre discreta proteolise pela trombina e por outras pro¬ 
teases antes de mostrar sua atividade de cofator. 

A deficiencia genetica do fator VIII, transmitida atraves 
de um gene recessivo ligado ao sexo, provoca a doenga cha- 
mada de hemofilia A e a deficiencia do fator IX, hemofilia 
B. Ambas apresentam o mesmo quadro clinico. A deficiencia 
grave do fator VIII ou IX provocam hemartroses e hemato¬ 
mas rec or rentes. 

O diagnostico de hemofilia A deve ser suspeitado quan¬ 
do encontramos um PTTA prolongado e um tempo de pro- 
trombina (TP) normal. O diagnostico especifico requer a 
dosagem do fator VIII. 

Uma das complicagoes provocadas pelo tratamento com 
concentrado de fator VIII e o desenvolvimento de inibidor 
contra o fator VIII, que ocorre numa frequencia entre 10% e 
30% dos pacientes sob tratamento. 

■ FATOR IX 

O fator IX apresenta um peso molecular de 57.000 dal¬ 
tons, meia-visa de 18 a 30 horas, e uma proteina produzida 
no figado e dependente da vitamina K. O fator IX, assim 
como os fatores XII, XI e VIII, participa do mecanismo in- 
trinseco da coagulagao. 

A deficiencia genetica do fator IX e transmitida por um 
gene recessivo ligado ao sexo e provoca a doenga chamada 
de hemofilia B, clinicamente indistinguivel da hemofilia A. A 
hemofilia B e, aproximadamente, seis vezes menos frequente 
que a hemofilia A. 

O diagnostico e suspeitado quando encontramos um 
PTTA prolongado e um TP normal. A dosagem do fator IX 
e defmitiva para o diagnostico. 

A presenga de inibidor contra o fator IX esta presente 
em aproximadamente 3% dos pacientes hemofilicos B grave. 

■ FATOR X 

O fator X e uma glicoproteina produzida pelo figado, 
dependente da vitamina K, com peso molecular de 58.800 
daltons e uma meia vida de 30 a 45 horas. 
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Na cascata da coagulacao, a conversao do fator X em 
fator Xa e catalisada pelo fator IXa e na presenca do fator 
Villa, calcio e fosfolipidio. O fator X tambem e ativado pelo 
complexo fatorVlla-fator tecidual do mecanismo extrinseco. 

A deficiencia do fator X tambem pode ser leve, mo- 
derada ou grave e e transmitida por um gene autossomico 
recessivo. Os pacientes com deficiencia grave apresentam um 
quadro clinico semelhante ao da hemofilia. 

Como o fator X participa do mecanismo comum da 
coagulacao, sua deficiencia provoca um prolongamento no 
TP e no PTTA. O diagnostico e confirmado com a dosagem 
do fator X. 

■ FATOR XI 

O fator XI e uma glicoproteina com peso molecular de 
143.000 daltons, meia vida de 48 a 70 horas, que participa 
do mecanismo intrinseco da coagulacao. Ele e sintetizado no 
figado e secretado dentro do plasma como um zimogenio, 
que circula como um complexo com o cininogenio de alto 
peso molecular (CAPM). 

A conversao do fator XI para fator XIa pela trombi- 
na ocorre na presenca de materials com carga negativa, tais 
como: sulfato de dextran, sulfatide e heparina. O fator XI 
tambem pode ser ativado pelo fator Xlla na presenca do ci¬ 
ninogenio de alto peso molecular e de superficies carregadas 
negativamente. 

A deficiencia do fator XI e uma doenca autossomica re- 
cessiva rara e pode provocar uma tendencia a uma discreta 
hemorragia. Geralmente, a hemorragia ocorre apos trauma 
ou pequenas cirurgias. A deficiencia de fator XI e muito fre- 
quente nosjudeus Asquenazes. 

O paciente com deficiencia do fator XI vai apresentar 
um PTTA prolongado e um TP normal. O diagnostico e 
feito pela dosagem do fator XI. 

■ FATOR XII 

O fator XII ou fator Hageman foi descoberto por 
Ratnoff e Colopy em 1955, atraves de estudos de coagulacao 
feitos em um paciente chamado John Hageman. Esse pacien¬ 
te nao apresentava tendencia a hemorragia, embora apresen- 
tasse uma alteracao da coagulacao significativa in vitro. O fator 
XII tern um peso molecular de 90.000 daltons e uma meia 
vida de 40 a 70 horas. 

A deficiencia dos fatores XII, precalicreina (PK) e do 
cininogenio de alto peso molecular - os chamados fatores de 
contato - causa um significativo aumento no PTTA e um PT 


normal e ausencia de historia hemorragica, mesmo em pa¬ 
cientes submetidos a cirurgia. Esses defeitos sao transmitidos 
por um gene autossomico recessivo. 

■ FATOR XIII 

O fator XIII (fator estabilizador da fibrina) tern um peso 
molecular de 320.000 daltons e uma meia vida de 200-240 
horas. Na presenca da fibrina instavel, a trombina converte o 
fator XIII em fator Xllla. Como a trombina e a fibrina sao ge- 
radas no estagio final do processo de coagulacao, o fator Xllla 
e um dos ultimos eventos na cascata da coagulacao. A deficien¬ 
cia de fator XIII pode provocar tendencia a hemorragia persis- 
tente, demora na cicatrizacao e aborto espontaneo recorrente. 

A deficiencia genetica do fator XIII e causada por um 
defeito na transglutaminase plasmatica, que e necessaria para 
a ligacao covalente das cadeias a e y da fibrina para formar 
a fibrina irreversivel. Embora possa se formar na ausencia do 
fator XIII, este coagulo e muito fragil e facilmente lisado pelo 
sistema fibrinolitico. O coagulo formado sem o fator XIII 
nao forma uma rede de fibrina para uma boa cicatrizacao. 

O fator XIII e sintetizado pelo figado e a sua deficiencia 
genetica e transmitida por um gene autossomico recessivo. 
Manifestacoes hemorragicas sao geralmente graves e a he¬ 
morragia pode ocorrer em qualquer tecido. 

As provas globais da coagulacao (PTTA e TP) sao nor¬ 
mals, porque a fibrina instavel e formada e suficiente para ser 
visualizada ou interromper o sistema de deteccao de qual¬ 
quer aparelho automatizado. O diagnostico pode ser feito por 
meio de um teste qualitativo baseado na capacidade que tern 
uma solucao de ureia 5 M dissolver o coagulo. Entretanto, 
esse teste e pouco sensivel e testes que apresentam boa sensi- 
bilidade apresentam, ainda, um custo muito elevado. 
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■ INTRODUgAO 

A avaliagao de um individuo com possivel disturbio he- 
morragico sistemico deve focar em uma das tres possibilida- 
des clinicas: 1) Individuos com uma historia atual ou passada 
de hemorragia; 2) Individuos que apresentaram, de uma for¬ 
ma incidental, anormalidades nos testes de triagem da he¬ 
mostasia; e, fmalmente 3) Individuos sem historia previa de 
coagulopatias que fizeram testes para avaliagao da hemostasia 
antes de um pre-operatorio. 

Na avaliagao de individuos com uma historia positiva 
de sangramento, a primeira questao deve ser dirigida para 
saber se o disturbio hemostatico e provocado por uma alte- 
ra^ao sistemica ou se e consequencia de defeito anatomico 
ou mecanico de algum vaso sanguineo. Este ultimo problema 
e mais encontrado em pessoas com sangramento excessivo 
e inexplicavel apos um procedimento cirurgico. Em muitos 
casos, uma historia cuidadosa e o exame fisico fornecerao 
informagoes diagnosticas. Em geral, individuos que sangram 
em multiplos locais e em varias ocasioes sao mais propensos 
a apresentarem defeitos sistemicos da hemostasia, enquanto 
aqueles cujo sangramento esta restrito ao local do trauma 
provavelmente tern uma causa anatomica para a hemorragia. 
Entretanto, essa generalizagao algumas vezes nao se confirma. 
Por exemplo, pacientes com teleangiectasia hemorragica heredi¬ 
taria podem apresentar, durante a vida, sangramentos recor- 
rentes dos tratos respiratorio e digestivo que poderiam dar 
uma forte sugestao de uma diatese hemorragica sistemica, a 
menos que um exame fisico cuidadoso seja efetuado. Inver- 
samente, um sangramento isolado, no local da cirurgia, pode 
ser a primeira manifesta^ao de um defeito leve da hemostasia, 
nao detectado antes da cirurgia, mesmo tendo sido feito os 
exames de triagem no pre-operatorio. 

Na abordagem dos pacientes que apresentam uma alte- 
ragao nos testes de coagulagao feitos de rotina, e importante 
interrogar se as alteragoes sao clinicamente relevantes. Mais 
uma vez, uma historia cuidadosa frequentemente dara a res- 
posta. Por exemplo, pacientes com deficiencia congenita defator 


XII, precalicreina e cininogenio de alto peso molecular tern um ex- 
traordinario aumento no tempo de tromboplastina parcial ativada 
(PTTA), frequentemente mais prolongado do que em muitos 
pacientes hemofilicos, e, no entanto nao apresentam sangra¬ 
mento. Pacientes com anticoagulante lupico tambem apresen¬ 
tam prolongamento do PTTA sem tendencia a sangramento. 
Pelo contrario, esses pacientes com defeito da coagula^ao na 
fase de contato e os que apresentam o anticoagulante lupico 
sofrem o risco de trombose. 

Esses exemplos ilustram a importancia critica de se con- 
siderar a historia , o exame fisico e os testes laboratoriais como 
uma faceta complementar da abordagem clinica do paciente 
com suspeita de uma coagulopatia sistemica. 

Embora seja do nosso conhecimento que a ativagao das 
plaquetas e a ativagao da coagulagao nao sao processos inde- 
pendentes e que uma interagao complexa e reciproca ocorre 
entre esses dois sistemas, e clinicamente conveniente separar 
os dois processos em hemostasia primaria e hemostasia secun¬ 
daria. Na discussao da abordagem clinica dos pacientes com 
suspeita de coagulopatia sistemica, chamaremos de hemosta¬ 
sia primaria aquela relacionada com a interagao vaso-plaqueta e 
de hemostasia secundaria aquela relacionada com a cascata da 
coagulagao culminando com a formagao de fibrina. 

■ HISTORIA E EXAME FISICO 

Quando ha a suspeita de uma coagulopatia em um in¬ 
dividuo, varios aspectos da historia podem fornecer pistas 
importantes para se estabelecer as possiveis causas. Muitas 
informagoes podem ser obtidas atraves de eventos traumati- 
cos, tais como circuncisao, tonsilectomia, menstruagao, parto, 
exodontias. A extra^ao dentaria e uma excelente avalia^ao da 
hemostasia, ja que e um local da cavidade oral que apresenta 
uma alta concentragao de atividade fibrinolitica. Individuos 
que apresentam uma anormalidade discreta da hemostasia 
podem sangrar excessivamente apos exodontia, mas podem 
nao apresentar hemorragia apos cirurgias, ate maiores, em 
outros sitios. Em outros casos, os pacientes podem fornecer 
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informagoes adicionais apos serem submetidos a cirurgias ou 
traumas maiores. A historia de uma hemostasia normal apos 
tais eventos e tao importante como uma historia positiva de 
hemorragia. A informagao de que uma pessoafoi submetida a uma 
cirurgia recentemente sem apresentar complicates hemorragicas e o 
melhor teste para a avaliagao da hemostasia, melhor do que qualquer 
prova laboratorial. 

Uma criteriosa historia do uso de drogas e a coexistencia 
de uma doenga sistemica deve ser obtida. O uso de aspirina 
e uma variedade de drogas anti-inflamatorias nao esteroides, 
bem como uma infinidade de medicamentos, nao informa- 
do pelo paciente pode causar disfungao plaquetaria. Por essa 
razao, recomenda-se a suspensao da aspirina dez dias antes 
de uma cirurgia para evitar o risco de sangramento, princi- 
palmente em cirurgias neurologica e oftalmologica. Outras 
drogas, incluindo certos antibioticos, podem tambem causar 
altera^oes na fungao plaquetaria, bem como trombocitope- 
nia. Defeitos hemostaticos podem ser causados por algumas 
doengas sistemicas subjacentes. Por exemplo, insujiciencia renal esta 
caracteristicamente associada com diminui^ao da fungao pla¬ 
quetaria. As hepatopatias podem estar associadas com trombo- 
citopenia, deficiencias de fatores da coagulagao, coagulagao 
intravascular disseminada (CID) e disfibrinogenemia. O lupus 
eritematoso sistemico e as doengas linjoprolijerativas podem estar 
associados com trombocitopenia e anticoagulantes circulan- 
tes. As alteragoes da fungao plaquetaria podem ocorrer nas 
doengas mieloprolijerativas , enquanto a CID e a trombocitope¬ 
nia podem ocorrer no curso de uma septicemia ou cancer. Em 
muitos desses casos, a doenga de base e evidente e domina o 
quadro clinico. Tambem os virus da hepatite C, hepatite Beo 
HIV podem ser causa de uma trombocitopenia. 

E importante salientar que, enquanto uma historia fa¬ 
miliar positiva de sangramento ajuda a elucidar a natureza 
de uma suposta coagulopatia, uma historia familiar negati- 
va nao exclui a possibilidade de uma doenga hemorragica 
hereditaria. Por exemplo, sabemos que mais ou menos 30% 
das hemofilias surgem de uma mutagao espontanea, faltan- 
do, portanto, qualquer historia familiar positiva de sangra¬ 
mento. Mesmo na ausencia de uma historia familiar positiva, 
um individuo que apresenta, ao longo da vida, complicates 
hemorragicas recorrentes deve ser investigado pensando-se 
numa coagulopatia genetica. As caracteristicas clinicas do san¬ 
gramento geralmente revelam qual e o tipo de defeito da 
hemostasia envolvido. Em geral, pessoas com defeito da he¬ 
mostasia primaria (p. ex.: trombocitopenia, disfungao plaque¬ 
taria e defeitos vasculares) tendem a apresentar hemorragia 
superficial na pele ou mucosas que ocorre de uma forma 
espontanea ou apos trauma. As petequias (caracteristicamente 
observadas nas pessoas com trombocitopenia severa), as equi- 
moses , a hemorragia digestiva , a hemorragia do trato genito-urinario , 
a hemoptise ou a epistaxe sao manifesta^oes clinicas tipicas de 
defeito da hemostasia primaria. A presenga de equimoses 
espontaneas pelo corpo, sem estar associada com qualquer 
altera^ao nas provas da hemostasia, e um achado clinico fre- 
quente, principalmente nas mulheres — e a chamada purpu¬ 
ra simples -, muito relacionada com problemas emocionais. 


Em contraste, individuos com alteragao da fase secundaria da 
hemostasia (p. ex.: hemofilia) apresentam, caracteristicamen¬ 
te, hemorragia profunda nos tecidos, tais como, hemartroses , 
hematomas ou sangramento retroperitoneal. Outra caracteristica 
clinica dos defeitos da hemostasia secundaria e a tendencia 
ao sangramento tardio, apos uma cirurgia ou trauma, ao con- 
trario do que acontece nos defeitos da hemostasia primaria, 
na qual a tendencia e ocorrer um sangramento logo apos o 
procedimento cirurgico ou trauma. Uma historia de dificulda- 
de na cicatrizagao pode sugerir uma deficiencia do fator XIII. 
Individuos com disturbios hemostaticos mais complexos (p. 
ex.: CID, hepatopatias) podem apresentar um quadro clinico 
misto de sangramento, associado com defeitos tanto da he¬ 
mostasia primaria como secundaria. 

■ TESTES LABORATORIAIS 

Duas categorias gerais de testes laboratoriais da hemosta¬ 
sia sao recomendadas para sabermos se um paciente tern um 
defeito hemorragico sistemico: 1) Testes de triagem e os 2) 
Testes especializados. 

Os testes de triagem sao simples e rapidamente realizaveis 
em laboratories gerais, embora possam apresentar resultados 
falsos e provocar interpretagoes erroneas que podem resultar 
na solicitagao de um parecer do hematologista, com relativa 
frequencia. Convencionou-se chamar de “coagulograma” um 
conjunto de sete provas da hemostasia, sob re as quais faremos 
um comentario critico de suas indicates e interpretagoes. 
Essas provas sao: 1) Tempo de sangramento; 2) Prova do la^o; 
3) Retragao do coagulo; 4) Contagem de plaquetas; 5) Tempo 
de coagulagao; 6) Tempo de protrombina (TAP ouTP); e 7) 
Tempo de tromboplastina parcial ativada (PTTA ou APTT 
ou PTTK). As quatro primeiras provas avaliam somente a 
primeira fase da hemostasia, e a tres ultimas, a segunda fase. 

Os testes especializados da hemostasia geralmente sao 
indicados apos a realizagao dos testes de triagem, por duas 
razoes: 1) Os testes especializados foram necessarios porque 
um ou mais testes de triagem foram anormais; e 2) Os testes 
de triagem foram normais, mas a historia e/ou o exame fisico 
indicam que a chance de um disturbio da hemostasia existe. 

■ TESTES DE TRIAGEM 
Tempo de sangramento 

O tempo de sangramento e uma prova feita in vivo , 
que pode apresentar altera^ao nos defeitos quantitativos 
das plaquetas (trombocitopenias), nos defeitos qualitativos 
plaquetarios (trombocitopatias), nos defeitos de interagao 
vaso-plaqueta (doen^a de von Willebrand) e nas alteragoes 
vasculares. O metodo mais utilizado nos laboratories gerais e 
o de Duke, o qual consiste numa injuria vascular provocada 
por uma lanceta padronizada no lobo da orelha. O tempo de 
sangramento normal varia de 1 a 3 minutos. Esse metodo 
e pratico, mas tern pouca sensibilidade e especificidade. O 
outro metodo e o de Ivy, mais sensivel, mas pouco realizado 
na rotina dos laboratorios gerais por se tratar de um exame 
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que depende de um corte, na face anterior do antebrago, de 
10 mm de extensao por 1 mm de profundidade. O valor 
normal varia de 3 a 8 minutos. 

O tempo de sangramento pode variar consideravelmente 
nos pacientes com doenga de von Willebrand e nos pacientes 
trombocitopenicos. Em razao disso, nao vemos a necessidade 
de executar este exame ja que a propria contagem de pla- 
quetas define o problema. Embora alguns autores recomen- 
dem a inclusao do tempo de sangramento como um exame 
de triagem na avaliagao da hemostasia primaria, nos somos 
da opiniao de que essa prova e desnecessaria, considerando 
sua pouca sensibilidade e a necessidade de efetuarmos testes 
especiais quando o resultado desse exame apresenta altera- 
£ao. Nos pacientes que apresentam uma historia positiva de 
sangramento com um teste de triagem normal, ou seja, um 
coagulograma sem alteragoes, sugerimos a avaliagao de provas 
especiais por um especialista. 

Prova do laqo 

Da mesma forma que o tempo de sangramento, a prova 
do lago e efetuada in vivo e avalia a quantidade de plaquetas, 
a fun^ao plaquetaria e disturbios vasculares. Consiste em gar- 
rotear o brago para dificultar o retorno venoso e, com isso, 
facilitar a passagem do sangue do vaso para a pele de modo 
a apresentar determinada quantidade de petequias na face 
anterior do antebrago. O teste e dito positivo ou negativo 
conforme a presen^a ou ausencia de petequias na face ante¬ 
rior do antebrago. Mais ainda que o tempo de sangramento, 
a prova do la^o tern pouca sensibilidade, e consideramos que 
este tambem e um exame desnecessario. 

Retraqao do coagulo 

A retragao do coagulo e um exame efetuado in vitro e 
pode alterar-se somente nos defeitos quantitativos e qualitati- 
vos das plaquetas. Nao tern capacidade, portanto, de alterar-se 
nos defeitos vasculares. A retragao depende basicamente de 
um bom numero de plaquetas, bem como de uma contragao 
normal plaquetaria, mediada pela actina-miosina. As hema- 
cias se opoem a retragao das plaquetas, tanto e que, nos pa¬ 
cientes policitemicos, encontramos uma retragao do coagulo 
diminuida in vitro (sem repercussao clinica) e uma retragao 
aumentada no paciente anemico (tambem sem repercussao 
clinica). O resultado e expresso da seguinte forma: retragao 
completa, retra^ao parcial e coagulo irretratil. A causa mais 
frequente de altera^ao da retragao do coagulo e a trombo- 
citopenia, cuja contagem das plaquetas ja define o problema. 
A unica altera^ao funcional das plaquetas que altera a retra- 
£ao do coagulo e a trombastenia de Glanzmann , uma doen- 
9 a hemorragica grave, genetica e pouco frequente. Tambem 
achamos desnecessaria a inclusao da retragao do coagulo no 
grupo de exames obrigatorios, considerando que a trombas¬ 
tenia de Glanzmann e muito rara e apresenta um quadro cli- 
nico de hemorragia tao exuberante que ninguem deixaria de 
fazer o diagnostico dessa patologia, uma vez que a abordagem 
clinica ja mostraria a gravidade da doenga. 


Contagem de plaquetas 

Embora nao tenha uma rela^ao absoluta entre o nume¬ 
ro de plaquetas e a gravidade da hemorragia, o sangramento 
espontaneo sem trauma nao ocorre com frequencia, a menos 
que a contagem de plaquetas seja menor que 10 . 000 /mm 3 , e 
a hemorragia importante apos trauma ou lesao local e pouco 
frequente com contagem acima de 50.000/mm 3 . Uma con¬ 
tagem diminuida de plaquetas deve sempre ser seguida do 
exame do esfregago sanguineo. Esse cuidado pode revelar o 
diagnostico de anormalidades em outras celulas (p. ex.: hema- 
cias fragmentadas na purpura trombocitopenica trombotica, 
blastos na leucemia aguda) ou a presenga de grumos plaque- 
tarios, que sao caracteristicos de certas formas de pseudo- 
trombocitopenia. A pseudotrombocitopenia e um fenomeno 
de falsa contagem baixa de plaquetas que pode ser devida a 
uma variedade de artefatos laboratoriais. O fenomeno deve 
ser suspeitado quando uma contagem baixa de plaquetas e 
encontrada em uma pessoa que nao apresenta nenhum qua¬ 
dro clinico de sangramento. Isso esta, as vezes, associado com 
pseudoleucocitose , quando grumos plaquetarios formados ex 
vivo sao grandes o suficiente para imitar os leucocitos no 
contador eletronico de celulas, ou pseudoleucopenia , quando 
as plaquetas aderem aos leucocitos (satelitismo), provocando 
uma falsa contagem, para baixo, das plaquetas. 

Uma contagem falsa de plaquetas tambem pode ser cau- 
sada pela coleta impropria do sangue, quando uma coagu- 
la^ao discreta do sangue ocorre sem que o analista perceba. 
Em certas ocasioes, as plaquetas gigantes (macroplaquetas) sao 
excluidas do contador automatico e, portanto, uma tromboci- 
topenia artejatual pode ocorrer. As plaquetas gigantes podem 
ocorrer em varias doengas hematologicas, doengas mielopro- 
liferativas e a purpura trombocitopenica imunologica (PTI). 
Alem dessas patologias, existe um grupo de doengas heredi- 
tarias raras, caracterizadas pela presenga de plaquetas gigantes 
no sangue periferico, contagem diminuida das plaquetas e 
variavel grau de sangramento; essas patologias incluem a sin- 
drome de Bernard-Soulier, anomalia de May-Hegglin, sindrome da 
plaqueta cinza (gray platelet syndrome) e sindrome da plaqueta 
de Montreal. 

A agregagao plaquetaria induzida pelo EDTA e a causa mais 
comum de pseudotrombocitopenia, com trabalhos mostran- 
do uma incidencia que varia de um caso para 50 individuos 
hospitalizados ate 1 para 1.000 pessoas.Tem sido descrito que 
esse fenomeno e a segunda causa mais frequente de trom- 
bocitopenia isolada, relacionada com a pratica hematologica. 
Isso e devido a presenga de aglutinagao das plaquetas por an- 
ticorpos que reagem com as plaquetas na presenga do EDTA, 
usado como anticoagulante de rotina nos tubos de coleta para 
contagens de globulos. Mais recentemente, trabalhos tern 
mostrado que esse fenomeno ocorre virtualmente com qual- 
quer tipo de anticoagulante, embora seja mais pronunciado 
com o EDTA. Essa falsa trombocitopenia tern sido chama- 
da de pseudotrombocitopenia induzida pelo EDTA. Os compo- 
nentes da membrana plaquetaria expostos ao EDTA ex vivo 
podem sofrer altera^oes, expondo neoantigenos aos quais 
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anticorpos aglutinantes se ligam. Em muitos casos esses anti- 
corpos estao direcionados contra os receptores da membrana 
plaquetaria, as glicoproteinas lib ou ao complexo Ilb-IIIa. 
Esse fenomeno de indugao da trombocitopenia pelo EDTA 
ocorre mais frequentemente em pacientes hospitalizados, 
com doenga grave, embora nao seja pouco frequente tambem 
em pessoas saudaveis e desprovido de significado patologico. 
A pseudotrombocitopenia tern sido encontrada frequente¬ 
mente associada com a smdrome antifosfolipidio. Esse quadro 
de pseudotrombocitopenia induzida pelo EDTA e diagnos- 
ticado da seguinte maneira: 1) uma contagem eletronica de 
plaquetas diminuida; 2) a presenga de grumos plaquetarios no 
esfregago sanguineo efetuado de sangue colhido com EDTA; 
e 3) uma contagem de plaquetas com sangue colhido num 
tubo de plastico de polipropileno, sem anticoagulante, pas- 
sando o material imediatamente no contador eletronico. Al- 
gumas aglutininas plaquetarias reagem bem em temperaturas 
abaixo de 37 °C (aglutininas a frio) e, portanto, causam pseu¬ 
dotrombocitopenia por formagao de grumos em amostras de 
sangue mantidas em temperatura mais fria por algum tempo. 
Quando esse fenomeno e suspeitado, recomenda-se efetuar a 
contagem de plaquetas a temperatura ambiente e outra con¬ 
tagem logo apos incubagao em banho-maria a 37 °C. 

Tempo de coagulapao 

O tempo de coagulagao (TC) avalia os mecanismos in- 
trinseco e comum da coagula^ao. O metodo e o de Lee-Whi¬ 
te e seu valor de referenda varia de 5 a 10 minutos. O TC e 
um teste de pouca sensibilidade e pode dar um resultado de 
tempo na faixa da normalidade mesmo que o paciente seja 
hemofilico. Esse e um teste que deve ser abolido, ja que pode 
oferecer uma falsa seguranga, principalmente para o cirur- 
giao, quando o seu valor estiver na faixa de normalidade. O 
teste que substitui oTCeo tempo de tromboplastina parcial 
ativada (PTTA), o qual apresenta muito mais sensibilidade. 

PTTA 

O tempo de tromboplastina parcial ativada e um exce- 
lente teste para detectar defeitos do mecanismo intrinseco da 
coagulagao. Ele avalia tanto o mecanismo intrinseco como o 
mecanismo comum. O PTTA estuda os mesmos fatores que 
o tempo de coagulagao, so que de uma maneira mais sensivel 
e reprodutivel e, geralmente, encontra-se alterado quando os 
niveis de fatores estao abaixo de 30%. O PTTA encontra-se 
prolongado nas deficiencias do cininogenio de alto peso mole¬ 
cular, pre-callereina, fatores XII, XI, IX, VIII, X, V, II (protrom- 
bina), I (fibrinogenio) e pelos inibidores da coagulagao, tais como 
anticoagulante lupico, heparina, e pelos produtos de degradagao da 
fibrina (PDF). O PTTA so nao avalia ofator VII, pertencente 
ao mecanismo extrinseco da coagulagao, e o fator XIII do 
mecanismo comum da coagulagao. Os anticoagulantes orais 
tambem podem alterar o PTTA, ja que, dos fatores depen- 
dentes da vitamina K, somente o fator VII nao participa do 
mecanismo estudado pelo PTTA. No entanto, para o contro- 


le de anticoagulagao, quando se usa os cumarinicos, o tempo 
de protrombina (TP) e mais adequado e padronizado como 
teste de coagulagao para avaliar a eficacia dos anticoagulantes 
orais. O contrario ocorre quando o anticoagulante usado e 
a heparina. Nesse caso o exame indicado e o PTTA, muito 
mais sensivel do que o TP. 

O resultado pode ser expresso em tempo, relagao pa¬ 
ciente/ controle ou um valor de referenda citado pelo labo- 
ratorio. E conveniente e recomendado que cada laboratorio 
estabelega seus valores de referenda, levando-se em conta os 
criterios pre-analiticos, reagentes utilizados, equipamentos e 
ate o profissional que executara os exames. Resultados falsos- 
-positivos (tempos prolongados) podem ocorrer quando a 
amostra e retirada de um cateter contaminado com heparina 
ou o paciente apresenta uma policitemia (aumenta a relagao 
do anticoagulante/plasma). Resultado com tempo encurta- 
do pode ser fisiologico ou pode representar, segundo alguns 
pesquisadores, um risco trombotico aumentado. O PTTA e o 
teste de escolha para monitorizar o paciente que esta usando 
a heparina nao fracionada como terapia anticoagulante. 

Um procedimento simples e que pode fornecer muita 
informagao diante de um PTTA alterado e fazer uma prova 
de mistura do plasma do paciente com um plasma normal. 
Quando ha corre^ao do tempo apos a mistura, sugere a de¬ 
ficiencia de fator de coagulagao (p. ex.: hemofilia) e, quando 
nao ha a corregao, e provavel que se trate da presenga de um 
inibidor (p. ex.: heparina ou anticoagulante lupico). 

Um PTTA prolongado, sem que o clinico tenha uma 
explica^ao para tal, deve ser esclarecido pelo especialista. 

Tempo de Protrombina (TP) 

OTP ouTAP avalia os mecanismos extrinseco e comum 
da coagulagao. Nesse teste, a tromboplastina tecidual (fator 
III), uma lipoproteina extraida do cerebro de coelho, e adi- 
cionada ao plasma e o tempo de coagula^ao e medido apos a 
adigao do calcio. O tempo de protrombina e geralmente de 
10 a 14 segundos, bem menor que os usuais 25 a 40 segundos 
do PTTA. Esse tempo de coagulagao mais rapido e o resulta¬ 
do da formagao de um complexo da tromboplastina tecidual 
com o fator VII, determinando uma ativa^ao direta do fator 
X, fazendo uma deriva^ao da ativa^ao mais lenta que ocorre 
atraves do mecanismo intrinseco. O TP pode prolongar-se 
nas deficiencias dos fatores VII, X,V, II e fibrinogenio e tam¬ 
bem na presenga de inibidores, como a heparina nao fracio¬ 
nada (em dose alta) ou, mais raramente, inibidores do fator 
V. O anticoagulante lupico, por ser considerado um inibidor 
fraco da coagulagao, nao costuma alterar oTPAs tromboplas- 
tinas de hoje, usadas como reagente do TP, nao tern sofrido 
tanta interferencia da heparina, o que facilita o estudo dos 
pacientes que estao usando anticoagulante oral e heparina 
concomitante. Um TP prolongado com um PTTA normal 
sugere a deficiencia do fator VII. Uma deficiencia isolada de 
fatorVII ocorre na deficiencia congenita do fatorVII, no ini- 
cio do uso de uma terapia com anticoagulante oral e numa 
deficiencia, tambem inicial, de vitamina K e numa hepatopa- 
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tia discreta. Em contrapartida, um paciente que apresenta um 
PTTA prolongado com umTP normal sugere um defeito no 
mecanismo intrinseco da coagulagao (p. ex.: deficiencia de 
fatorVIII ou IX e mais raramente os demais). 

Uma deficiencia grave de vitamina K, uma hepatopatia 
(p. ex.: cirrose) ou niveis terapeuticos de cumarinicos resul- 
tam num TP e PTTA prolongados, como resultado do de- 
crescimo dos fatores II,VII, IX e X (dependentes da vitamina 
K). Embora o PTTA possa se alterar com a administragao do 
anticoagulante oral (cumarinicos), oTP e o exame de escolha 
para monitorizar a anticoagulagao, porque e mais sensivel e 
e padronizado internacionalmente. O resultado do TP e ex- 
presso em tempo, atividade, relagao paciente controle e INR. 
O INR (relagao normatizada internacional) foi introduzido 
com o objetivo de uniformizar os resultados discrepantes dos 
pacientes em uso de cumarinicos, quando baseados na ati¬ 
vidade. Isso ocorria em decorrencia das diferentes sensibili- 
dades das tromboplastinas comerciais, usadas como reagente. 
Apos uma comparagao com uma tromboplastina de referen¬ 
da, calcula-se o seu indice de sensibilidade internacional (ISI) 
e os reagentes sao langados no mercado com ISI especifico 
para cada fabricante e cada lote do produto. Entretanto, nada 
disso e util se cada laboratorio nao tiver o cuidado de pa- 
dronizar os seus valores de referenda nas suas condigoes de 
trabalho. O INR deve ser utilizado como forma de interpre- 
ta^ao do resultado apenas para os pacientes anticoagulados 
com cumarinicos. Para avaliagao da fungao hepatica e como 
prova de coagulagao num pre-operatorio os resultados de- 
vem ser expressos e interpretados como tempo e atividade e 
relagao paciente/controle. OTP normal varia de 70% a 100% 
de atividade ou uma relagao paciente/controle ate 1,2. Uma 
atividade acima de 100 % nao tern significado clinico. 

■ ROTINA NO PRE-OPERATORIO 

A avaliagao pre-operatoria de uma cirurgia geral eletiva 
tradicionalmente inclui um painel dos exames de hemosta¬ 
sia que foram discutidos acima. Entretanto, muitos cirurgioes 
sugerem que tal rotina, em todos os casos pre-operatorios, e 
contraproducente e desnecessaria, podendo em muitos casos 
atrasar a data da cirurgia. Fatores que contribuem para con- 
tinuar praticando essa rotina laboratorial incluem o medo da 
responsabilidade pelo erro medico e a relutancia dos medi¬ 
cos em abandonar uma conduta estabelecida na comunidade 
medica. Estudos recentes concordam que os testes de roti¬ 
na para coagulopatias efetuados nos pacientes com historia 
e exame fisico negativos sao desnecessarios e nao precisam 
ser feitos. O coagulograma esta recomendado como teste 
pre-operatorio nos pacientes com dificuldade de obtengao 
de informa^oes clinicas, individuos com clinica sugestiva de 
tendencia a hemorragia, incluindo aqueles com hepatopa¬ 
tia, smdrome disabsortiva ou malnutri^ao e individuos cuja 
coagulagao e normal mas pode ser alterada pelo proprio tipo 
de cirurgia efetuada (p. ex.: prostatectomia, revascularizagao 
cardiaca, inser^ao de shunt peritoneo-venoso). A complica- 
£ao hemorragica no per e pos-operatorio e uma justificativa 


defendida por muitos autores para a solicitagao do coagulo¬ 
grama de rotina em todos os pacientes cirurgicos. O paciente 
que apresenta hemorragia durante ou apos a cirurgia, com 
um exame previo normal, sugere que a complica^ao hemor¬ 
ragica ocorreu em decorrencia da manipulagao cirurgica e 
nao por uma altera^ao previa. 

Rapaport, no entanto, sugere quatro razoes para justificar 
os testes pre-operatorios de rotina em adigao a historia: 1) 
pode proteger o medico que falhou na obtengao da historia; 
2 ) alguns individuos negam informagoes na historia; 3) um 
paciente com uma historia negativa que nunca foi exposto 
a um trauma maior pode ter um defeito leve da hemostasia 
(p. ex.: deficiencia de fator XI, trombocitopenia discreta a 
moderada) e apresentar sangramento apos uma cirurgia pla- 
nejada; e 4) um paciente que ja tenha sido submetido a uma 
cirurgia anterior sem sangramento excessivo, mas que pode 
ter adquirido um disturbio da hemostasia (p. ex.: tromboci¬ 
topenia, hepatopatia). 

Finalmente, num extremo, nenhuma prova de rotina se- 
ria sugerida no pre-operatorio de um paciente com historia 
negativa para sangramento. Noutro extremo, individuos com 
historia de sangramento sao muito suspeitos de serem porta- 
dores de uma importante alteragao hemostatica e devem ser 
submetidos a uma avaliagao de rotina e, mesmo que os exa¬ 
mes sejam normais, outros testes mais especializados, atraves 
de orienta^ao do hematologista, deverao ser solicitados antes 
de qualquer procedimento cirurgico. Individuos entre esses 
extremos, incluindo aqueles cuja historia levanta a possibi- 
lidade de um defeito hemostatico ou aqueles com historia 
negativa, mas cujo procedimento ao qual serao submetidos 
podera prejudicar a hemostasia ou, mesmo com minimo 
sangramento pos-operatorio, podera ser fatal, devem fazer o 
coagulograma. 

■ EXAMES DE TRIAGEM SUGERIDOS 

■ Contagem de Plaquetas 

■ Tempo de Protrombina - TP 

■ Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado - PTTA 

Quando os exames de triagem forem normais, porem 
com persistencia de historia positiva de sangramento, tor- 
nam-se necessarios outros exames mais complexos para uma 
boa avaliagao da hemostasia. Esses exames deverao ser orien- 
tados por um hematologista, ja que muitas vezes sao provas 
trabalhosas e caras: 

■ Agregagao plaquetaria 

■ Dosagem do fatorVIII 

■ Dosagem do fator IX 

■ Dosagem de outros fatores (p. ex.: XIII - XII - XI - X 
—VII —V — He fibrinogenio) 

■ Antic oagulante lupico 

■ Fator de von Willebrand 

■ Cofator da ristocetina 

■ Multimeros do Fator de von Willebrand 

■ Estudo da fibrinolise etc 
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■ AVALIAgAO DA HEMOSTASIA NO 
PRE-OPERATORIO 


Historia 

hemorragica 


Negativa Nao confiavel Duvidosa (+ ou -) Positiva 


Nenhum teste 

Plaquetas TAP PTTA 

Plaquetas TAP PTTA 



1 1 

Normais Alterados 

1 

Normais ou alterados 



1 

1 


* Cirurgia Testes especializados 
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Figura 55.1 Hemostasia no pre-operatorio. 

* Considerar a necessidade do exame nas cirurgias de risco maior (p. ex.: 
neurocirurgia, cirurgia cardiovascular, cirurgia oftalmologica etc). 
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Purpuras Vasculares 


■ INTRODUgAO 

A purpura resulta da incompetencia das plaquetas e dos 
capilares da derme ou dos pequenos vasos sanguineos em 
reter os eritrocitos dentro do espago vascular. As purpuras 
vasculares resultam de anormalidades da vasculatura e do en- 
volvimento do vaso. Elas devem ser distinguidas das lesoes 
causadas pelos defeitos quantitativos ou funcionais das pla¬ 
quetas e defeitos do mecanismo de coagulagao. 

Quando as lesoes estao presentes, o medico deve determi- 
nar se o sangue e intravascular ou extravascular. A compressao 
com o dedo ou a vitropressao diferencia a lesao decorrente do 
extravasamento de sangue do vaso para a derme (p. ex.: pete- 
quia) da alteragao vascular com sangue presente no interior 
do vaso (p. ex.: teleangiectasia). A primeira nao desaparece 
com a compressao ou vitropressao, ja a segunda empalidece 
apos esse procedimento. Quando as lesoes sao menores que 
3 mm recebem o nome de petequias, e as lesoes maiores, 
geralmente resultantes de rupturas de arteriolas, venulas ou 
vasos mais calibrosos, sao chamadas de equimoses. 

A integridade da barreira vascular depende do numero sufi- 
ciente e fungao normal das plaquetas e da integridade das celulas 
endoteliais, do subendotelio e da matriz do tecido conjuntivo. 
Mediadores inflamatorios produzidos pelos leucocitos ou uma 
resposta imune humoral podem distender a barreira endotelial 
permitindo a passagem de liquido e proteina, causando edema 
local. Quando combinado com o extravasamento de eritrocitos, 
a purpura da vasculite podera ser palpavel. O aumento da pres- 
sao transmural, que e observada em algumas regioes do corpo 
durante a manobra de Valsalva tosse ou grandes altitudes, podem 
exacerbar o extravasamento. Vasos sanguineos dilatados podem 
aparecer como lesoes vermelhas da pele e mucosas. Se a integri¬ 
dade vascular e mantida, essas lesoes empalidecem com a pressao. 
Elas podem resultar de uma resposta fisiologica a inflamagao, de 
malformagoes congenitas, de trauma ou consequente a doenga 
sistemica, como hepatopatia cronica. 

■ HISTORIA DO PACIENTE 

Para muitos pacientes com alteragao da hemostasia e 
doenga vascular, a anamnese e soberana. Quando as lesoes 


comegaram a surgir pode ajudar a distinguir uma causa con¬ 
genita da adquirida. O tempo de evolugao e a avaliagao visual 
das lesoes, assim como tamanho, cor, area afetada, episodios 
anteriores e suas relagoes com trauma, picada de insetos, aju- 
dam na elucidagao. Febre associada pode estar relacionada 
com infecgao ou vasculite; outras manifestagoes hemorragi- 
cas, tais como epistaxe, gengivorragia, hemorragia digestiva 
ou sangramento apos cirurgia sugerem um disturbio hemos- 
tatico sistemico. Uma transfusao sanguinea remota ou recente 
pode tambem ser relevante. 

Uma historia de doengas concomitantes, tais como ure¬ 
mia, infecgao, endocrinopatia ou doenga inflamatoria, deve 
ser procurada, e toda medicagao usada, especialmente cor- 
ticosteroides, aspirina e anti-inflamatorios nao esteroides, 
deve ser suspeitada. Corticosteroides topicos podem causar 
alteragoes dermatologicas locais. Alguns produtos congeneres 
de agao prolongada, quando usados topicamente em grande 
quantidade, podem ser absorvidos e apresentar efeitos sis- 
temicos. Muitas formulagoes contem aspirina, e as pessoas 
podem ignorar a sua presenga. Qualquer historia de alergia, 
especialmente a medicamentos, e essencial; e uma historia 
familiar e importante para determinar se parentes sao afe- 
tados. Uma historia social, com especial atengao a produtos 
quimicos ou trauma, o uso de alcool, drogas nao medicamen- 
tosas e habitos sexuais deve ser obtida com atengao. Viagens 
para grandes altitudes ou regioes onde certas doengas infec- 
ciosas sao endemicas podem ser relevantes, e uma historia 
dietetica e nutricional pode revelar deficiencia de vitaminas. 
Finalmente, uma revisao clinica apurada pode revelar alguma 
doenga subjacente, como lupus eritematoso sistemico, doen¬ 
ga hepatica ou mesmo uma neoplasia. 

■ EXAME FISICO 

Um exame fisico completo deve ser efetuado para ava- 
liar qualquer anormalidade coexistente. Atraves de um exame 
dermatologico deve ser examinado o couro cabeludo, muco¬ 
sa oral, conjuntivas, leito ungueal, mucosa nasal e a pele de 
todo o corpo. A endoscopia digestiva alta, a retossigmoidos- 
copia e a colonoscopia sao exames que podem complemen- 
tar a investigagao clinica. 
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■ AVALIAgAO LABORATORIAL 

Nas doengas vasculares, as provas laboratoriais da hemos¬ 
tasia sao quase sempre normais. Os exames laboratoriais sao 
importantes no sentido de afastar outras causas de purpura ou 
identificar outras falhas na hemostasia que poderiam agravar as 
alteragoes vasculares. Uma avaliacao minima deve incluir um 
hemograma, contagem de plaquetas, tempo de protrombina 
(TP) e um tempo de tromboplastina parcial ativada (PTTA). 

Uma contagem de plaquetas discretamente diminui- 
da em uma pessoa com purpura palpavel pode sugerir uma 
vasculite ou uma doenga autoimune. Hemacias fragmenta- 
das com trombocitopenia indica microangiopatia acompa- 
nhando a purpura trombocitopenica trombotica, sindrome 
hemolitico-uremica, coagulagao intravascular disseminada ou 
hipertensao arterial maligna. Um TP ou PTTA prolongado 
pode sugerir um defeito primario da coagulagao ou, quando 
acompanhado de trombocitopenia, podemos pensar numa 
hepatopatia cronica ou numa coagulopatia de consumo. Ou- 
tros testes especializados tambem podem ser indicados. Uma 
disfungao plaquetaria com numero normal de plaquetas ou 
uma morfologia anormal pode ser avaliada atraves de um es- 
tudo de agrega^ao plaquetaria. Exemplos de doengas caracte- 
rizadas por um defeito na fun^ao plaquetaria sao: Sindrome 
de Bernard-Soulier; Trombastenia de Glanzmann e outras 
trombocitopatias. 

Equimoses tardias do pos-operatorio ou pos-traumatica 
podem ser decorrentes de uma deficiencia de fator XIII, o qual 
determina a formagao de uma fibrina pobre e friavel. Esta defi¬ 
ciencia nao e detectada pelos exames de triagem da coagulagao 
e, para o diagnostico, e necessaria uma solicitagao especial da 
dosagem do fator XIII. Outra causa rara de equimoses tardias e 
a deficiencia ou defeito na molecula do fibrinogenio. 

O Tempo de Sangramento merece uma atengao especial, 
porque sua utilidade e bastante limitada. Sua sensibilidade e 
muito pequena e frequentemente nao adiciona qualquer in- 
formagao util em relagao a outros testes mais especificos para 
avaliagao da hemostasia. O uso desse teste justifica-se, portan- 
to, em casos individual e selecionados pelo hematologista. 

■ PURPURA MECANICA 

A purpura mecanica e induzida por um trauma local e apa- 
rece como petequias. Por defmicao e localizada na area direta- 
mente envolvida com o trauma. Na rara sindrome da purpura 
das grandes altitudes ela pode, no entanto, aparecer de uma for¬ 
ma generalizada. Antes de essa purpura ser atribuida como estri- 
tamente de causa mecanica deve ser afastada a possibilidade de 
um defeito quantitativo ou qualitative das plaquetas. 

A purpura mecanica resulta de uma ruptura da integri- 
dade vascular com subsequente passagem de hemacias para a 
derme. O trauma mecanico pode ser consequencia de uma 
pressao hidrostatica diferencial, tais como grandes altitudes, 
ressuscitagao cardiopulmonar, suc^ao provocada por um bei- 
jo. A tosse em paroxismo pode provocar petequias na face e 
no tronco. Petequias podem aparecer, tambem, em torno de 
qualquer area que foi fisicamente ou quimicamente trauma- 


tizada, tais como exposigao a luz do sol, escoria^ao provocada 
pelo mato ou um forte aperto de mao. 

■ PURPURA SENIL 

Sao equimoses que aparecem, com mais frequencia, so- 
bre as areas expostas dos bragos e pernas nas pessoas mais 
idosas. Essa purpura senil e o resultado da falta de suporte aos 
capilares provocado por altera^ao no tecido conjuntivo. O 
colageno mostra uma elastose e atrofia e os vasos apresentam 
uma estrutura normal. Algumas situagoes podem acentuar o 
aparecimento dessa purpura, tais como a irradiagao solar, o 
uso de corticosteroides e hipoproteinemia. Nao ha necessi- 
dade de nenhum tratamento especifico. 

■ PURPURA METABOLICA 

Como exemplos de purpura metabolica, citamos a defi¬ 
ciencia de vitamina C e o excesso de corticosteroides. A vitamina C e 
importante para a sintese do colageno e sua deficiencia com- 
promete a estrutura do vaso sanguineo e do tecido conjuntivo. 

Os corticosteroides em excesso diminuem a sintese do 
colageno e do tecido conjuntivo e a purpura surge nos pa- 
cientes com hipersecre^ao da adrenal, na administragao exo- 
gena de corticosteroide e na hipersecregao de ACTH pela 
hipofise (sindrome de Cushing). 

■ PURPURA SECUNDARIA A INFECgAO 

Muitas doengas infecciosas podem causar lesoes pur- 
puricas. Sao varios os provaveis mecanismos: invasao direta 
do microrganismo na parede do vaso, embolia septica com 
inflamagao e infarto local, vasculite por imunocomplexos e 
coagulagao intravascular disseminada com trombocitopenia. 

Virtualmente qualquer infec^ao pode causar purpura, e 
varios agentes estao associados com as lesoes vasculares (Ta- 
bela 56.1). 


Tabela 56.1 Agentes infecciosos e purpura. 

Bacterias 

Hemofilos - Estreptococo - Neisseria - 
Bordetela - Rickettsia 

Virus 

Enterovirus - Sarampo - Rubeola - Virus 
Sincicial Respiratorio - ECHO Virus - 
Virus Coxsackie - Virus da Hepatite A 

- Virus da Hepatite B - Parvovirus B19 

- Varicela 

Vacinas 

Sarampo - Influenza - Tetano - Difteria- 
coqueluche 

Protozoarios 
e larvas 

Malaria - Strongyloides 

Fungos 

Candida - Tricosporo 
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■ PURPURA DAS DISPROTEINEMIAS 

As disproteinemias podem causar purpura, tais como 
mieloma multiplo, macroglobulinemia de Wandenstrom, amiloidose, 
hipergamaglobulinemia policlonal benigna e a sindrome de proteinas 
insoluveis afrio. O aumento da pressao hidraulica da manobra 
de Valsalva frequentemente causa o aparecimento de petequias 
em volta da orbita ocular por ruptura dos pequenos vasos. A 
deposigao de proteinas anomalas em torno dos capilares da 
derme provoca interrupgao da integridade dos capilares. 

Duas sindromes de proteinas insoluveis a frio podem 
provocar purpura. A primeira, a crioglobulinemia , resulta da 
precipitagao a frio de imunoglobulinas, frequentemente IgM. 
A segunda, a criofibrinogenemia, resulta da mistura de fibrino- 
genio insoluvel a frio, fibrina e produto de degradagao da 
fibrina, fator de von Willebrand e fator XIII. Essa sindrome, 
tanto pode ocorrer secundariamente a processos inflamato- 
rios, por neoplasias, especialmente do tecido linfoide, como 
de forma idiopatica. A hepatite C pode ser uma causa secun¬ 
daria de crioglobulinemia. As lesoes purpuricas sao decorren- 
tes da oclusao das pequenas arteriolas pelo crioprecipitado. 

Essas sindromes podem ser confundidas com a doenga da 
aglutinina a frio (crioaglutininemia), que, no entanto, e causa- 
da por anticorpo do tipo IgM com especificidade anti-Ii do 
grupo sanguineo, o qual aglutina as hemacias. As crioaglutini- 
nas podem ser, tambem, idiopaticas ou secundarias a infec^ao 
com o Mycoplasma pneumoniae , Epstein-Barr ou doengas lin- 
foproliferativas. As crioaglutininas nao causam purpuras, mas 
podem ocorrer associadas com crioglobulinas. 

As crioglobulinas e o criofibrinogenio que causam essas al- 
teragoes precipitam-se apos incubagao do plasma a temperatura 
de 4 °C por um periodo de 24 a 72 horas. A razao bioquimica 
para a precipitacao anormal dessas proteinas e desconhecida. 

Tipicamente, as lesoes sao purpuricas ou equimoses na 
regiao distal dos dedos, orelhas, extremidades inferiores e ge¬ 
nitalia, provavelmente por causa da baixa temperatura, que 
causa crioprecipitagao nas regioes distais. 

■ PURPURA FULMINANS 

A purpura fulminans manifesta-se com a presenga ma- 
ciga de equimoses, que podem ocorrer de uma forma aguda 
por uma deficiencia de proteina C ou proteina S. Tal defi¬ 
ciencia pode ocorrer durante uma coagula^ao intravascular 
disseminada (CID), no inicio do tratamento com varfarina 
ou no recem-nascido por causa de uma deficiencia congenita 
homozigotica. A purpura fulminans tern sido relatada, tam¬ 
bem, em pessoas com ingestao abusiva de alcool e tratamento 
com paracetamol. 

A apresentagao clinica inicial consiste no aparecimento 
de petequias e equimoses, com ou sem edema. A periferia da 
lesao pode estar hiperemiada e a regiao central com a presen- 
ga de bolhas hemorragicas e necrose da pele. 

O quadro histopatologico e de trombose e infarto he- 
morragico dos capilares e venulas da derme. As arterias e 
arteriolas sao poupadas. O trombo e composto de fibrina, 
plaquetas ou a mistura de ambos. 


A patogenese que apresenta, atualmente, uma grande 
concordancia e a trombose provocada pela deficiencia de 
proteina C e S. A purpura fulminans neonatal esta associada 
com a deficiencia congenita grave de uma ou outra proteina 
inibidora da coagulagao. Na CID esses inibidores sao consu- 
midos. Numerosos casos ocorrem apos a administragao de 
anticoagulante oral e a incidencia e maior nos tres primeiros 
dias da ingestao da droga, ja que as proteinas C e S tern uma 
meia vida muito curta comparada com os fatores pro-coagu- 
lantes dependentes da vitamina K.Vinte e quatro horas apos a 
administra^ao do anticoagulante oral, os niveis de proteina C 
e S podem estar menos de 10% do normal, enquanto os fato¬ 
res dependentes da vitamina K ainda estao acima de 50% dos 
valores de referenda. O problema e acentuado nos individuos 
heterozigotos para a deficiencia de proteina C. 

Pelas razoes apresentadas antes, devemos, sempre que 
formos anticoagular um paciente com varfarina, acrescentar 
ao esquema de anticoagulagao a heparina, por um periodo de 
5 a 10 dias ou ate o INR estar bem ajustado. 

■ PURPURA PSICOGENICA 

E uma sindrome caracterizada por equimoses recorrentes 
e espontaneas em pacientes sem altera^ao da hemostasia. Foi 
descrita, pela primeira vez, por Gardner e Diamond em 1955 
e esta relacionada com uma sensibilizagao autoeritrocitaria. 

Ha evidencias para uma relagao com causas psicossoma- 
ticas e pode existir uma historia de disfungao psiquiatrica, 
frequentemente relacionada com trauma emocional impor- 
tante. A maioria das pessoas acometidas e do sexo feminino, 
mais comumente nas adolescentes e adultas jovens. A remis- 
sao e exacerbagao sao imprevisiveis e estao associadas ao es- 
tado emocional. 

■ TELEANGIECTASIA HEMORRAGICA 
HEREDITARIA 

A teleangiectasia hemorragica hereditaria, tambem conhecida 
como sindrome de Rendu-Osier-Weber, e uma doen^a familiar 
de teleangiectasia proliferativa na pele, mucosas e orgaos so- 
lidos. As teleangiectasias discretas podem acarretar apenas um 
problema estetico, mas, quando as pessoas apresentam lesoes 
maiores, pode ocorrer perda sanguinea cronica, multiplos 
embolos, hipoxemia, disfungao hepatica ou insuficiencia car- 
diaca. Essa sindrome tern sido relatada em todas as ra^as, com 
transmissao autossomica dominante e uma prevalencia esti- 
mada de 1:50.000. 

O mecanismo pelo qual esse defeito genetico resulta em 
teleangiectasia nao foi, ainda, bem identificado. A analise ul- 
traestrutural das lesoes cutaneas da teleangiectasia sugere a di- 
lata^ao das venulas pos-capilares, e e a primeira anormalidade 
morfologica reconhecida. As venulas dilatam-se, ficam enro- 
ladas e interconectam com as arteriolas atraves de segmentos 
capilares. Os segmentos capilares eventualmente desaparecem 
e, entao, ocorre a comunica^ao direta entre arteriola e venula. 
O sangramento ocorre por causa de uma fragilidade meca- 
nica desses vasos. 
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As lesoes cutaneas geralmente aparecem nas pessoas afeta- 
das pela doenga com mais frequencia a partir dos 40 anos de 
idade e aumentam com a idade. As lesoes medem de 1 a 3 mm 
de diametro e sao de um aspecto nitidamente demarcado. As 
teleangiectasias desaparecem com a pressao e sao encontradas 
com mais frequencia na face, labios, nariz, lingua, leito ungueal 
e maos. Alguns pacientes tern tao poucas lesoes que necessitam 
de um cuidadoso exame clinico para se perceber as telean¬ 
giectasias. O sangramento dessas teleangiectasias cutaneas sao 
incomuns e raramente de importancia clinica. 

A epistaxe e uma queixa presente em mais de 90% dos 
pacientes. Esta situagao resulta do sangramento de lesoes te- 
leangiectasicas da mucosa e do septo nasal. Aproximadamente 
1/3 dos pacientes tern sintomas leves que nao necessitam de 
nenhum tratamento, e outro tergo tern sintomas moderados 
que sao resolvidos com tratamento ambulatorial. O um tergo 
restante tern sintomas mais graves e frequentemente necessi- 
ta de interna^ao, transfusao sanguinea, reposigao cronica de 
ferro e cirurgia. 

Malformagoes arteriovenosas pulmonares ocorrem em 
5% a 30% dos pacientes com teleangiectasia hemorragica 
hereditaria. Essas malforma^oes resultam, as vezes, num signi- 
ficante shunt , e os pacientes podem desenvolver dispneia, cia- 
nose, fadiga e policitemia. Embolia paradoxal pode ocorrer e 
resulta em ataque isquemico transitorio ou abscesso cerebral. 
Essas lesoes podem, tambem, sangrar e provocar hemoptise e 
hemotorax. 

Aproximadamente 20% dos pacientes com teleangiec¬ 
tasia hemorragica hereditaria desenvolvem uma significante 
hemorragia alta ou baixa do trato gastrintestinal. Aproxima¬ 
damente 40% dos episodios de hemorragia ocorrem por le¬ 
soes no trato gastrintestinal superior, 10% ocorrem no colo e 
a metade fica indeterminada apos avaliagao. Diferentemente 
da epistaxe, a regressao espontanea da hemorragia gastrintes¬ 
tinal e rara e a progressao ou o sangramento cronico inter- 
mitente e a norma. 

As manifesta^oes neurologicas resultam das malforma- 
goes arteriovenosas pulmonares em dois tergos dos casos e 
os sintomas restantes sao o resultado de teleangiectasias ce- 
rebrovasculares, malformagoes arteriovenosas, aneurismas e 
hemangiomas cavernosos. Os sintomas sao causados por he¬ 
morragia ou paraparesia local. 

■ PURPURA DE HENOCH-SCHONLEIN 

A purpura de Henoch-Schonlein e uma sindrome com 
quadro de dor em colica abdominal, nefrite, artrite e purpu¬ 
ra palpavel. Essa doenga ocorre primariamente em criangas, 


com o pico de incidencia entre a idade de 4 e 11 anos. Parece 
ter uma varia^ao sazonal e a literatura relata uma incidencia 
maior no inverno. 

A biopsia da derme superficial e do intestino mostra uma 
vasculite aguda das arteriolas pre-capilares e das venulas pos- 
-capilares. Nos pacientes com envolvimento renal e descrita 
uma vasculite proliferativa necrotizante. Imunocomplexos 
circulantes, contendo IgA, sao encontrados em 70% dos pa¬ 
cientes logo apos o inicio da purpura, seguido pelo apare- 
cimento de imunocomplexos de complemento IgA, IgM e 
IgG no decorrer da doenga. 

O inicio dos sintomas e geralmente agudo, com febre e 
purpura palpavel envolvendo as extremidades e as nadegas. 
As lesoes purpuricas sao simetricas e mais abundantes em 
torno dos joelhos, tornozelos e cotovelos. Uma oligoartritre 
transitoria compromete as grandes articulagoes em cerca de 
40% dos casos, e a dor e frequentemente fora de proporgao 
em rela^ao com os achados clinicos. As alteragoes renais mais 
importantes sao a proteinuria e a hematuria. As anormalida- 
des renais sao geralmente transitorias nas criangas mais jovens, 
mas de 10% a 20% das criangas mais velhas e dos adultos tern 
uma doenga renal progressiva. 

Dor abdominal difusa em colica ocorre em mais de 1/3 
dos casos e pode surgir antes do aparecimento da purpura. A 
dor abdominal pode ser intensa e suficiente para sugerir um 
abdome agudo. 

Tratamento sintomatico e o que deve ser feito nos casos 
leves. Corticosteroides podem ser usados nas formas muito 
sintomaticas, principalmente quando da presenga de dores 
articulares ou abdominais. 
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Trombocitopenias 


■ INTRODUgAO 

O numero de plaquetas em pessoas normais varia de 
150.000/mm 3 a 400.000/mm 3 . Embora o significado de uma 
intensa trombocitopenia seja indiscutivel, a importancia de 
uma trombocitopenia nos limites inferiores do normal, entre 
100.000/mm 3 a 150.000/mm 3 , e incerto. Algumas contagens 
plaquetarias nessa faixa podem nao ter significado clinico, 
mas outras vezes podem representar uma manifestagao ini- 
cial de alguma doenga ainda nao reconhecida. O numero de 
plaquetas circulantes e a combina^ao da taxa de produgao, 
da destruigao e da taxa de sequestro pelo ba^o. A meia vida 
plaquetaria e de 7 a 10 dias e ha um pool de plaquetas no 
ba^o, de aproximadamente 30% do volume plaquetario de 
uma pessoa normal, e isso determina um equilibrio dinamico 
com as plaquetas circulantes. 

A contagem normal de plaquetas esta muito alem do 
numero de plaquetas necessario para a hemostasia. Com 
as plaquetas abaixo de 100.000/mm 3 , habitualmente nao 
costuma ocorrer sangramento espontaneo ate um limite 
de 5.000 plaquetas/mm 3 Observagoes clinicas em pacien- 
tes recebendo quimioterapia ou sendo tratados de anemia 
aplastica indicam que um nivel de 10.000 plaquetas/mm 3 
e suficiente para minimizar o risco de sangramento espon¬ 
taneo; e hemorragia apos trauma ou cirurgia, geralmente, 
nao ocorre se as plaquetas estiverem acima de 50.000/mm 3 . 
No entanto, nao ha um limite absoluto para correlacionar o 
sangramento espontaneo consequente a trombocitopenia, e 
isso pode acontecer com a contagem de plaquetas mais altas 
quando associada a febre, sepse, anemia intensa, presenga de 
outros defeitos hemostaticos ou disturbios funcionais pla- 
quetarios geneticos ou provocados por medicamentos. 

■ CAUSAS DE TROMBOCITOPENIA 

Na pratica clinica, as trombocitopenias podem ser classi- 
ficadas nas formas imunologicas e nao imunologicas. 


Trombocitopenias provocadas por anticorpos 
(imunologicas) 

Trombocitopenia imune 

A purpura trombocitopenica imunologica (PTI) ou au- 
toimune (PTA) e uma doen^a causada por anticorpos contra 
as plaquetas. A PTI e caracterizada por uma contagem de 
plaquetas inferior a 100.000/mm 3 , com serie vermelha e se- 
rie branca normais, com um esfregago sanguineo mostrando 
apenas diminuigao do numero de plaquetas e ausencia de es- 
plenomegalia. Alem disso, um diagnostico de PTI requer au¬ 
sencia de historia familiar de trombocitopenia e o nao uso de 
medicamentos que podem causar diminuigao das plaquetas. 
Como nao existe nenhum exame especifico para o diagnos¬ 
tico de PTI, o diagnostico e por exclusao. A PTI pode ocor¬ 
rer em qualquer idade, sexo e pode apresentar-se tanto com 
hemorragia espontanea de mucosas como uma trombocito¬ 
penia assintomatica inexplicavel. A medula ossea e normal, 
exceto por uma hiperplasia megacariocitica compensators, 
portanto o mielograma raramente e necessario para o diag¬ 
nostico. Embora a pesquisa de anticorpos antiplaquetas seja 
disponivel, nao apresenta sensibilidade e nem especificidade e 
raramente e util para o diagnostico. 

Em aproximadamente metade dos pacientes que sao 
considerados portadores de PTI, os anticorpos antiplaquetas 
sao secundarios a outras doengas, como, por exemplo, doen- 
gas autoimunes, como: Lupus eritematoso sistemico, doengas 
linfoproliferativas (leucemia linfocitica cronica), imunodefi- 
ciencias, mielodisplasia, hepatite C, HIV ou Helicobacter pylori. 

Nos adultos, a PTI, geralmente, e uma doenga cronica; 
somente 15% dos pacientes remitem dentro de um ano do 
inicio. Ao contrario, na infancia, a PTI frequentemente e pre- 
cedida de um quadro febril e mais de 70% remitem com seis 
meses, independentemente do tratamento; somente de 5% a 
10% desenvolvem a doen^a cronica. O objetivo do tratamento 
da PTI e manter uma contagem de plaquetas segura, mas nao 
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necessariamente dentro do normal, com o minirno de toxi- 
cidade do medicamento. Como o sangramento, geralmente, 
e minimo ou ausente com as plaquetas ate mesmo abaixo de 
30.000/mm 3 , os pacientes assintomaticos, com o numero de 
plaquetas maior que 30.000/mm 3 , podem ser seguidos sem 
nenhum tratamento. No entanto, a manutengao de um nu¬ 
mero de plaquetas hemostaticamente seguro pode necessitar 
da administragao cronica de corticosteroide (ex.: na dose de 
10 mg de prednisona por dia), esplenectomia ou imunossu- 
pressao com rituximabe, azatioprina ou ciclofosfamida. Para os 
pacientes refratarios a terapia, o tratamento com agonistas de 
receptores da trombopoetina deve ser considerado. Quando os 
pacientes com PTI apresentam uma intensa trombocitopenia 
(< 5.000/mm 3 ) e/ou um sangramento maior com risco de 
vida, o tratamento pode ser realizado com altas doses de cor- 
ticosteroides e/ou imunoglobulina intravenosa. As transfusoes 
de plaquetas sao, geralmente, incapazes de aumentar as plaque¬ 
tas na PTI grave, por causa da rapida fixa^ao do anticorpo as 
plaquetas transfundidas, mas a associagao com imunoglobulina 
intravenosa pode aumentar as plaquetas em alguns pacientes. 

Trombocitopenia aloimune 

A trombocitopenia aloimune e o resultado da sensibili- 
za^ao aos aloantigenos plaquetarios apos transfusao de pla¬ 
quetas ou hemacias aos pacientes que nao apresentam estes 
antigenos (purpura pos-transfusional, PPT) ou sensibilizagao 
materna a antigenos plaquetarios estranhos durante a gravi- 
dez, de uma forma similar a incompatibilidade que ocorre 
ao Rh (trombocitopenia neonatal aloimune). A purpura pos- 
-transfusional causa uma profunda trombocitopenia de 7 a 10 
dias apos a transfusao e pode ser tratada com imunoglobulina 
intravenosa ou ex-sanguineo transfusao. A trombocitopenia 
neonatal aloimune causa uma intensa trombocitopenia e san¬ 
gramento nos recem-nascidos e e tratada com transfusao de 
plaquetas, corticosteroides e imunoglobulina 

Trombocitopenia induzida por drogas 

Os anticorpos antiplaquetas induzidos pela sensibilizagao 
a drogas podem causar uma destrui^ao plaquetaria aguda e 
essa condigao deve ser considerada no diagnostico diferencial 
das trombocitopenias. Embora haja uma longa lista de drogas 
relatadas que causam trombocitopenia, as selecionadas na Ta- 
bela 57.1 sao as mais relevantes. 

Em geral, a droga se liga a um anticorpo no plasma e, 
depois, esse complexo fixa-se as glicoproteinas da membra- 
na plaquetaria. As drogas, como as penicilinas, atuam como 
haptenos, com liga^ao covalente as glicoproteinas da mem- 
brana plaquetaria; ou outras drogas, como os sais de ouro, 
levodopa e procainamida, induzem a formagao de um neo- 
-antigeno especifico para as plaquetas, que pode, clinicamen- 
te, simular uma PTI. O tratamento para a trombocitopenia, 
com hemorragia, induzida por drogas, consiste na retirada 
do medicamento, transfusao de plaquetas, corticosteroides e 
imunoglobulina, semelhante ao tratamento da PTI. 


Tabela 57.1 Drogas associadas a indu^ao de tromboci¬ 
topenia. 


Abciximabe 

Haloperidol 

Acetaminofeno 

Ibuprofeno 

Acido valproico 

Irinotecano 

A metil dopa 

Naproxeno 

Amiodarona 

Piperacilina 

Ampicilina 

Quinidina 

Carbamazepina 

Ranitidina 

Cimetidina 

Rifampicina 

Clortalidona 

Sinvastatina 

Clortiazida 

Sulfisoxazol 

Eptifibatide 

Tirofibrana 

Fenitoma 

Trimetropim-sulfametoxazol 

Furosemide 

Vancomicina 

Fonte: Marco Antonio Zago; et al., 2013. 


A trombocitopenia induzida pela heparina (HIT) e um 
caso especial de uma droga induzindo a trombocitopenia, 
uma vez que esta associada com trombose arterial e venosa, 
mais que um quadro de hemorragia. Dependendo da popula- 
gao clinica em risco, a HIT ocorre em aproximadamente 1% 
a 5% dos pacientes que recebem heparina nao fracionada du¬ 
rante 5 a 10 dias. Isto e devido a formagao de anticorpos con¬ 
tra o complexo heparina com o fator 4 plaquetario existente 
nos granulos a das plaquetas. A HIT e um diagnostico clinico 
com criterio que inclui uma queda aguda na contagem das 
plaquetas de 50% ou mais de 150.000/mm 3 ; o diagnostico e 
confirmado por um teste especifico para os anticorpos fixa- 
dos a heparina. Quando a HIT for uma possibilidade, toda a 
administragao da heparina deve ser suspensa e uma alternativa 
de anticoagula^ao e o uso de inibidores da trombina. 

Trombocitopenia nao imune 

O mecanismo nao imune pode provocar trombocitope¬ 
nia por diminuigao na produgao de plaquetas pela medula 
ossea, por diminuigao da meia-vida plaquetaria das plaquetas 
circulantes ou por aumento do sequestro esplenico nas esple- 
nomegalias. 

Trombocitopenias hereditarias 

A trombocitopenia hereditaria pode aparecer na infancia 
em associa^ao com doen^as do desenvolvimento. Entretanto, 
o diagnostico e facilmente negligenciado em adultos com 
trombocitopenia. A trombocitopenia hereditaria frequente- 
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mente apresenta uma macrotrombocitopenia, como na sin- 
drome de Bernard-Soulier. Uma excegao e a sindrome de 
Wiskott-Aldrich e suas trombocitopenias variantes ligadas ao 
sexo, que sao caracterizadas por plaquetas pequenas e raros 
casos publicados de trombocitopenias familiares isoladas com 
tamanho normal das plaquetas. 

Trombocitopenias com meia-vida piaquetaria 
diminuida 

Essa situa^ao ocorre na sepse, coagulagao intravascular 
disseminada (CID), purpura trombocitopenica trombotica, 
sindrome hemolitico-uremica, pre-eclampsia, cirurgia extra- 
corporea e hemangiomas gigantes. A trombocitopenia, nesses 
casos, se resolve tratando a doenga de base e a transfusao de 
plaquetas raramente e necessaria. 

Trombocitopenia causada por uma diminuiqao na 
produqao 

Essa trombocitopenia e causada por uma diminuigao na 
produ^ao de plaquetas pela medula ossea, em doengas como 
as leucemias agudas, anemia aplastica, mielodisplasias, anemias 
mielotisicas por infiltragao (carcinoma, linfoma, mieloma), fi¬ 
brose da medula, assim como supressao da medula ossea por 
quimioterapia, radiagao, toxicidade por etanol e infecgoes 
(HIV, sarampo, citomegalovirus, varicela). Essas doengas de- 
vem ser percebidas rapidamente pela historia, exame fisico e 
um cuidadoso exame do sangue periferico. Quando a cau¬ 
sa da diminuigao das plaquetas nao puder ser rapidamente 
revertida, a necessidade de transfusao de plaquetas, a longo 
prazo, e frequentemente considerada, mas esse tipo de trata- 
mento pode produzir aloanticorpos e provocar uma refrata- 
riedade a transfusao de plaquetas. Para minimizar o risco de 
refratariedade a transfusao, um limite de 10.000 plaquetas/ 
mm 3 tern sido estabelecido como suficiente para indicar a 
transfusao de plaquetas profilatica para prevenir hemorragias 
espontaneas nos pacientes tratados com quimioterapia, pa- 
cientes submetidos a transplante de medula ossea ou no se- 
guimento de anemia aplastica. 

Trombocitopenias secundarias ao sequestra nas 
esplenomegalias 

Aproximadamente 30% da massa piaquetaria circulante 
esta normalmente no bago, mas uma percentagem maior pode 
ser sequestrada quando o ba^o esta aumentado. O numero de 
plaquetas nessa situagao geralmente esta entre 40.000/mm 3 


a 50.000/mm 3 , mas hemorragia devido a trombocitopenia 
isolada nao e frequente. 

Pseudotrombocitopenia 

A aglutina^ao das plaquetas numa amostra de sangue 
colhida com EDTA pode causar uma falsa trombocitopenia, 
quando a contagem das plaquetas e feita por contadores au- 
tomatizados. Esse artefato in vitro e causado por anticorpos 
anti-plaquetas aglutinantes. Isso pode ser distinguido da ver- 
dadeira trombocitopenia ao examinar o esfregago sanguineo 
em que se observa muitos agregados plaquetarios em numero 
incompativel com a contagem eletronica. Sugerimos passar 
o sangue no aparelho imediatamente apos a coleta em tubo 
de polipropileno, sem anticoagulante. A prevalencia da pseu¬ 
dotrombocitopenia e de 0,11% ou mais nos pacientes com 
plaquetas abaixo de 100.000/mm 3 . 
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■ INTRODUgAO 

Os pacientes com disturbios funcionais plaquetarios sao 
caracterizados por apresentar manifesta^oes hemorragicas 
cutaneomucosas persistentes. A defmigao dos mecanismos 
plaquetarios anormais em tais pacientes tem fornecido ines- 
timavel compreensao dos aspectos basicos da fisiologia pla¬ 
quetaria e da hemostasia. Apos injuria do vaso sanguineo, as 
plaquetas aderem ao subendotelio exposto por um processo 
de adesao que envolve a interagao de uma proteina plasmati- 
ca, o fator de von Willebrand (FVW), e uma proteina especifi- 
ca da superficie da plaqueta, a glicoproteina lb (GPIb). A adesao 
e seguida pelo recrutamento de outras plaquetas, que for mam 
grumos, processo esse chamado de agregagao.A interagao das 
plaquetas com um agonista (ADP, adrenalina, colageno etc.) 
inicia a produgao ou liberagao de varias moleculas intracelu- 
lares, incluindo ions de Ca ++ , tromboxane A 0 (TxA 0 ) e AMPc. 
Esses induzem ou modulam as varias respostas da mobiliza- 
£ao do Ca ++ plaquetario, agregagao, secregao e libera^ao de 
acido araquidonico. 

■ CLASSIFICAQAO E ASPECTOS CUNICOS 

Os defeitos geneticos da fungao plaquetaria sao caracte¬ 
rizados por manifestagoes hemorragicas de intensidade muito 
variavel de pessoa para pessoa e de diferentes defeitos das 
plaquetas. As manifesta^oes sao principalmente cutaneomu¬ 
cosas, e hemorragias leves ou intensas podem ocorrer apos 
trauma ou cirurgia. A contagem e a morfologia das plaquetas 
sao normais na maioria das vezes. Alguns pacientes, porem 
nao to dos, tem o tempo de sangramento prolongado, mas a 
agrega^ao plaquetaria e o exame mais indicado para o diag¬ 
nostic© desses defeitos funcionais. No estudo realizado com 
plasma rico em plaquetas, a agregagao normal em resposta 
aos agonistas, como ADP e adrenalina, consiste em duas fases: 
a primeira onda de agrega^ao (agregagao primaria), que re- 
sulta da intera^ao do agonista com os receptores especificos 
das plaquetas, e a segunda onda, relacionada com a liberagao 
dos conteudos dos granulos densos e a produgao de TxA 0 . 
Portanto, os pacientes com defeito na reagao de liberagao do 
conteudo dos granulos densos ou defeito na produgao de 


TxA 2 geralmente demonstram uma primeira onda, mas nao a 
segunda onda de agregagao. 

Embora esteja claro que a disfungao plaquetaria pode 
ocorrer por diversos mecanismos, o mecanismo molecular 
especifico da alteragao da fungao permanece desconheci- 
do em muitos pacientes com disturbio genetico da fungao 
plaquetaria. As disfungoes plaquetarias que merecem ser 
mencionadas podem ocorrer por um defeito na interagao va- 
so-plaqueta , onde a adesao das plaquetas ao subendotelio e 
anormal. Duas doen^as desse grupo sao a Doen^a de von 
Willebrand, causada por uma anormalidade ou deficiencia 
do fator de von Willebrand, e a sindrome de Bernard-Soulier, 
na qual as plaquetas sao deficientes em glicoproteina (GP) 
Ib-IX-V e, consequentemente, a liga^ao do fator de von Wil¬ 
lebrand (FVW) as plaquetas e anormal. Defeitos da interagao 
plaqueta-plaqueta (agrega^ao) ocorrem por deficiencia grave 
de fibrinogenio plasmatico (afibrinogenemia congenita) ou 
por um defeito quantitativo ou qualitativo das glicoproteinas 
Ilb-IIIa, o que caracteriza uma doenga hemorragica grave 
denominada Tromboastenia de Glanzmann. Os pacientes 
com defeitos na secregao plaquetaria pertencem a um conjun- 
to heterogeneo de disfungao plaquetaria, que foi agrupado, 
mais por conveniencia de classificagao do que por um co- 
nhecimento da base das alteragoes especificas das plaquetas. A 
principal caracteristica em comum desses pacientes e a falta 
de resposta a agregagao e a diminuigao da reagao de liberagao 
do conteudo dos granulos apos ativa^ao do plasma rico em 
plaquetas com ADP, adrenalina, TxA 9 e colageno. A segunda 
onda de agregagao esta, geralmente, ausente ou diminuida, 
enquanto a primeira onda esta presente. Esta ultima disfun- 
gao e, de longe, a mais frequente, com exce^ao da doenga de 
von Willebrand, cuja prevalencia e estimada entre 1% e 3% 
da populagao. Um pequeno grupo desses pacientes tem uma 
deficiencia de granulos densos (doenga do pool plaquetario). 

■ DEFEITO DE ADESAO PLAQUETARIA 
Sindrome de Bernard-Soulier 

A sindrome de Bernard-Soulier (SBS) e um disturbio 
hemostatico raro caracterizado por um tempo de sangramen- 
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to prolongado, plaquetas muito grandes e trombocitopenia. 
As plaquetas com SBS nao aderem ao fator de von Wille- 
brand (FVW) em decorrencia da deficiencia ou disfungao 
das glicoproteinas (GP) plaquetarias Ib-IX e V. Apos a lesao 
do endotelio vascular, as plaquetas circulantes podem aderir 
ao tecido conjuntivo do subendotelio exposto, tais como o 
colageno e a fibronectina. Entretanto, em razao do grande 
cisalhamento presente nas arteriolas e na microcirculagao, a 
adesao das plaquetas requer a presenga adicional do FVW 

A SBS apresenta, na infancia, equimoses, epistaxes e 
hemorragia gengival. Posteriormente aparecem menorra- 
gia, hemorragia gastrintestinal e sangramento pos-trauma. 
Embora a gravidade da hemorragia seja variavel, pode ser 
suficiente para necessitar de transfusao e suspensao da mens- 
trua^ao. Em alguns pacientes, a intensidade da hemorragia 
pode diminuir com o tempo. 

O tempo de sangramento e bastante aumentado para mais 
que 20 minutos. A maioria dos pacientes apresenta algum grau 
de trombocitopenia, e numeros maiores que 20.000 plaquetas/ 
mm 3 foram relatados. No entanto, o numero de plaquetas varia 
dentro da mesma familia e mesmo no proprio paciente. As pla¬ 
quetas sao grandes quando examinadas no sangue periferico; 
de 30% a 80% tern o diametro >3,5 pm, e ocasionalmente as 
plaquetas medem de 20 a 30 pm de diametro. A base molecular 
para explicar a macrotrombocitopenia nao e conhecida. As se¬ 
ries branca e vermelha sao normais na SBS. O exame que dis¬ 
tingue a SBS das plaquetas normais e a ausencia de agregagao 
plaquetaria com a ristocetina, que ocorre na SBS, mesmo na 
presenga do FVW A agrega^ao e normal com ADP, colageno 
e adrenalina. A SBS e uma doenga autossomica recessiva. Na 
maioria das vezes, o complexo GPIb-IX-V nao esta presente 
na superficie das plaquetas na SBS, mas em poucos casos um 
residuo de GPIb-IX-V pode ser detectado. 

O tratamento da hemorragia em pacientes com SBS 
geralmente necessita de transfusao de plaquetas. O controle 
hormonal da menstruagao pode ser util no controle do san¬ 
gramento. A esplenectomia foi uma tentativa para aumentar o 
numero de plaquetas, mas o resultado do aumento foi apenas 
transitorio e nao houve melhora na fungao plaquetaria. O 
corticosteroide nao e benefico na SBS. Os antifibrinoliticos 
podem ser usados associados a outros tratamentos. 

■ DEFEITO DE AGREGA^AO PLAQUETARIA 
Trombastenia de Glanzmann 

A trombastenia de Glanzmann foi descrita por ele em 1918; 
e uma doenga hemorragica rara, caracterizada por um tempo 
de sangramento prolongado, um numero normal de plaquetas 
e uma ausencia de plaquetas agregadas no esfregago sanguineo. 
As plaquetas das pessoas com trombastenia de Glanzmann sao 
incapazes de agregar por causa da deficiencia da GPIIb-IIIa. 

A agregagao plaquetaria e essencial para a formagao 
do tampao plaquetario hemostatico e, ao contrario da ade¬ 
sao plaquetaria, a agregagao esta ausente na trombastenia de 
Glanzmann com os agonistas trombina, colageno e ADP. Nas 
plaquetas normais, a GPIIb-IIIa ligada ao fibrinogenio ou ao 


FVW atraem as plaquetas adjacentes para formar um tampao 
oclusivo. A estimulagao plaquetaria tambem permite a inte- 
ragao da GPIIb-IIIa com filamentos de actina, promovendo a 
conexao entre forgas de contragao do citoesqueleto e a fibri- 
na, resultando na retragao do coagulo. 

A Trombastenia de Glanzmann apresenta-se com he¬ 
morragia cutaneomucosa durante o periodo neonatal ou na 
infancia. Petequias espontaneas sao raras. A epistaxe e um tipo 
de sangramento frequente, especialmente durante a infancia, 
assim como sangramento gengival e menorragia. O sangra¬ 
mento na menarca pode ser grave e precisar de transfusao, e o 
parto representa um risco de hemorragia grave. Hemorragia 
digestiva e hematuria tambem podem ocorrer, mas hemato¬ 
mas e hemartroses sao raros. Pode ocorrer sangramento grave 
apos trauma ou cirurgia. A gravidade da hemorragia na trom¬ 
bastenia nao e previsivel, mesmo dentro da mesma familia, e 
nao ha correlagao com o grau de deficiencia da GPIIb-IIIa. 
A contagem de plaquetas e normal, assim como o aspecto 
morfologico no esfregago sanguineo, mas nao observamos 
plaquetas agregadas. O tempo de sangramento e significati- 
vamente prolongado. O diagnostico de trombastenia comega 
com o estudo da agregagao plaquetaria. A agregagao e au¬ 
sente quando se usa como agonistas o ADP e a adrenalina e 
a retragao do coagulo esta ausente ou reduzida. O tempo de 
pro trombina e o PTTA sao normais. No esfrega^o sanguineo 
observamos uma ausencia de plaquetas agregadas. 

A trombastenia de Glanzmann e uma doenga autossomica 
recessiva e mais frequente em populates onde a consangui- 
nidade e comum. O recurso terapeutico na trombastenia de 
Glanzmann e a transfusao de plaquetas. Plaquetas compativeis 
devem ser consideradas devido a aloimunizagao que pode 
ocorrer em decorrencia da grande necessidade de plaquetas 
durante a vida do paciente. O contraceptivo oral e uma alter- 
nativa para as mulheres com intenso sangramento menstrual. 
Tratamento preventivo da cavidade oral e essencial para mi- 
nimizar o sangramento gengival e os antifibrinoliticos, jun- 
tamente com a transfusao de plaquetas, podem ser uteis para 
controlar o sangramento nas exodontias. O corticosteroide nao 
apresenta eficacia na hemorragia da trombastenia. O fator Vila 
recombinante tern mostrado eficacia no tratamento de epi- 
sodios hemorragicos, principalmente naqueles pacientes que 
desenvolveram anticorpos contra as plaquetas. 

■ DEFEITO DE SECREQAO PLAQUETARIA 

As plaquetas contem quatro tipos de granulos: granulos 
densos contendo ADP, ATP, calcio, serotonina e pirofosfato; 
granulos-a, que contem uma variedade de proteinas, algumas 
derivadas do plasma, outras sintetizadas dos megacariocitos; 
lisossomas contendo hidrolases acidas; e microperoxisomas 
contendo a peroxidase ativa. Apos a ativa^ao plaquetaria, o 
conteudo desses granulos e expulso por um processo chama- 
do de secre^ao plaquetaria ou reagao de liberagao plaquetaria. 
Essas alteragoes plaquetarias sao heterogeneas e, geralmente, 
apresentam uma diminuigao na agrega^ao plaquetaria e au¬ 
sencia da segunda onda de agregagao quando as plaquetas sao 
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estimuladas com ADP e adrenalina. Isso pode ser devido a 
uma diminuigao do numero de granulos, redugao do conteu- 
do dos granulos ou um disturbio no mecanismo de secregao 
dos granulos. 

■ REFERENCES CONSULTADAS 

1. Alamelu J, Liesner R. Modern management of severe platelet 
function disorders. BrJ Haematol. 2010;1949:813-23. 

2. Bennett JS, Rao AK. Inherited Disorders of Platelet function. 
Hemostasis and Thrombosis. 6.ed. Philadelphia: Williams & 
Wilkins, 2013. p.805-19. 

3. Berndt MC, Andrews RK. Bernard-Soulier syndrome. Hae- 8. 
matologica. 2011;96:355-9. 


4. Kerbauy J, Louren^o DM. Hematologia — Guia de Medicina 
Ambulatorial e Hospitalar da UNIFESP-EPM. Sao Paulo: Edi- 
tora Manole, 2011. p.281-8. 

5. Louren^o DM, Morelli VM. Purpuras nao Trombocitopenicas. 
Figueiredo MS, 

6. Louren^o DM. Defeitos Funcionais das Plaquetas. In: Zago 
MA, Falcao RP, Pasquini R.Tratado de Hematologia. Sao Pau¬ 
lo: Atheneu, 2013. p.621-4. 

7. Nurden AT, Fiore M, Nurden P, et al. Glazmann thrombasthe¬ 
nia: a rewiev of ITGA2B and ITGB3 defects with emphasis 
on varinya, phenotypic variability, and mouse models. Blood. 
2011;118:5996-6005. 

Rao AK. Inherited defects in platelet signaling mechanisms. 
SemThromb Hemost. 2004;30:525-35. 


capitulo 58 


677 





Fernando Pretti 



Hemofilias 


■ INTRODUgAO 

A hemofilia compreende uma categoria de disturbios he- 
morragicos hereditarios decorrentes da deficiencia congenita 
de algumas proteinas envolvidas na coagulagao sanguinea. A 
deficiencia mais frequente envolve o fatorVIII, responsavel 
pela hemofilia A, e a outra deficiencia menos frequente e a do 
fator IX, associada a hemofilia B. Ambas sao recessivas e estao 
ligadas ao cromossomo X, estando presentes quase exclusiva- 
mente no sexo masculino. A deficiencia do fator XI e cha- 
mada por alguns autores de hemofilia Cee transmitida por 
um gene autossomico recessivo. A hemofilia A ocorre entre 
80% e 85% dos casos (1 por 5.000 criangas do sexo masculino 
nascidas) e e 4 a 6 vezes mais frequente que a hemofilia B (1 
por 30.000 crian^as do sexo masculino nascidas) e 100 vezes 
mais frequente que a deficiencia do fator XI na populagao 
geral (1 por 1.000.000 de criangas do sexo masculino nasci- 


das) (Figura 59.1). 
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Figura 59.1 Hemofilia - genealogia. 

■ DETECQAO DE PORTADORAS E 0 
DIAGNOSTICO PRE-NATAL 

A detec^ao de portadoras deveria ser obrigatoria em to- 
das as mulheres com historia familiar positiva para hemofilia 
e que pretendessem engravidar. A atividade do fatorVIII ou 
IX pode ser tao baixa que aumentaria bastante o risco de 
hemorragia durante uma cirurgia ou apos um trauma maior. 
Uma analise direta da mutagao do gene para a inversao do 
intron 22 esta recomendada como teste de primeira linha 
para a detec^ao de portadoras em familiares com hemofi¬ 
lia A. A amplifica^ao do DNA atraves da rea^ao da cadeia 


de polimerase e a pesquisa da mutagao especifica dentro da 
codifica^ao sequencial do gene do fatorVIII e teoricamente 
possivel, mas extremamente trabalhosa. Essa tecnica oferece 
mais de 99,9% de precisao, mas somente quando um pacien- 
te do sexo masculino afetado e demais membros da familia 
estao disponiveis para exame. A detec^ao de portadoras tam¬ 
bem pode ser efetuada atraves da relagao entre a atividade do 
fatorVIII coagulante e o nivel do fator de von Will ebrand 
(vWF). Rela^ao menor que 0,5 pode identificar de 91% a 
99% das portadoras de hemofilia. Aproximadamente 30% de 
todas as hemofilias A sao causadas por mutagoes geneticas 
espontaneas. 

Porque o gene do fator IX e aproximadamente um ter^o 
do tamanho do fatorVIII, o estudo do DNA do fator IX, para 
a detecgao da muta^ao genetica em portadoras e nos homens, 
e muito mais facil para a identificagao. Mais de 300 muta- 
goes diferentes ja foram relatadas na literatura. Somente 60% 
a 70% das portadoras de hemofilia B podem ser detectadas 
pela dosagem reduzida da atividade do fator IX. Assim como 
a hemofilia A, tambem aproximadamente 30% dos casos estao 
associados com muta^ao espontanea, sem nenhum membro 
da familia estar afetado. 

■ CARACTERISTICAS CUNICAS 

A hemofilia e caracterizada por um sangramento exces- 
sivo no interior de varios tecidos do corpo, principalmente 
hemorragias musculares (hematomas) e nas articulagoes (he- 
martroses). A doen^a pode ser classificada como leve, mode- 
rada ou grave (Tabela 59.1). 

Os pacientes hemofilicos graves apresentam hemorragias 
espontaneas com bastante frequencia, sem trauma ou qual- 
quer causa aparente. A recorrencia das hemartroses provoca 
uma artropatia cronica, levando geralmente a algum grau de 
incapacidade fisica. Hematomas espontaneos tambem sao fre- 
quentes nessa forma de hemofilia. Com excegao da hemorra¬ 
gia craniana, a morte subita provocada pela hemorragia e rara. 

Os hemofilicos moderados podem apresentar hemato¬ 
mas ocasionais e as hemartroses geralmente estao associadas 
com algum tipo de trauma. 
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Tabela 59.1 Classifica^ao da hemofilia. 

Classificagao 

Fator VIII 

Quadro clinico 

Grave 

< 1 % 

Hemorragias espontaneas 
desde a infancia 



Hemartroses espontaneas 

Moderada 

1 %-5% 

Hemorragias secundarias a 
traumas ou cirurgias 



Hemartroses espontaneas 
ocasionais 

Leve 

6%-30% 

Hemorragias secundarias a 
traumas ou cirurgias 


Os pacientes hemofilicos leves apresentam sangramento 
com muito menos frequencia que os graves e moderados. 
Essa forma pode cursar sem diagnostico por muitos anos e 
podera despertar a suspeita apos um sangramento alem do 
normal durante ou depois de uma cirurgia, seguido de um 
trauma apos queda ou a pratica de esportes. 

Entre 2% e 8 % das criangas hemofilicas apresentam he- 
morragia intracraniana e hematoma do couro cabeludo du¬ 
rante o periodo perinatal. Essas complicates estao associadas 
com um trabalho de parto dificil e prolongado, o uso de va¬ 
cuo e forceps para facilitar o parto, a presenga de uma des- 
proporgao cefalo-pelvica e parto precipitado. A cesariana nao 
elimina os riscos de hemorragia. 

Como as portadoras tern menos fator VIII ou IX em 
decorrencia da redugao da sintese desses fatores, algumas 
pacientes podem apresentar sangramento significativo apos 
trauma ou cirurgia. Portanto esta indicada a dosagem dos fa- 
tores VIII ou IX nas maes de criangas hemofilicas. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

A identificagao e o diagnostico da hemofilia AouB e 
facilitada quando outros membros da familia ja apresentam a 
hemofilia. O grau de gravidade da hemofilia e, geralmente, 
similar em todos os membros afetados da familia. Vale a pena 
ressaltar que aproximadamente 30% de todas as hemofilias 
sao devidas a mutagoes espontaneas, em familias sem historia 
de defeitos da coagulagao. 

Os pacientes com hemofilia grave nao apresentam difi- 
culdade no diagnostico, ja que a clinica e exuberante e, como 
apresentam menos de 1% do fator, o Tempo de Tromboplas- 
tina Parcial Ativada (PTTA) apresenta-se bastante prolonga¬ 
do. Tambem os hemofilicos moderados (1% a 5% do fator) 
apresentam um PTTA prolongado o suficiente para a suspeita 
diagnostica na investiga^ao inicial. 

A dificuldade para o diagnostico reside em alguns pa¬ 
cientes hemofilicos leves, ja que o valor dos fatores VIII ou 
IX pode variar de 6 % a 30%. E facil entender que o plasma 


de um hemofilico com 6 % do fator vai prolongar o PTTA 
o suficiente para suspeitar-se da doenga. No entanto, aquele 
que apresentar 30% do fator VIII ou IX vai depender muito 
da sensibilidade do reagente, bem como do controle interno 
do laboratorio para estabelecer o limite maximo de tempo do 
PTTA. Uma boa pratica e selecionar um plasma de calibragao 
com o nivel conhecido do fator VIII e, por meio de algumas 
diluigoes, estabelecer o valor de referenda do PTTA. 

Outro bom exame para ampliar a investigagao e o tes¬ 
te da mistura, ou seja, faz-se uma mistura (50%) do plasma 
do paciente com um plasma normal. O PTTA e corrigido 
quando ha deficiencia de fator da coagulagao e permanece 
prolongado quando da presenga de um inibidor. 

Embora o Tempo de Protrombina (TP) nao esteja altera- 
do nos hemofilicos, sempre estara indicado para estabelecer- 
-se o diagnostico diferencial com outras coagulopatias. Uma 
historia familiar positiva para hemofilia, um PTTA prolonga¬ 
do com um TP normal, fala muito a favor do diagnostico de 
hemofilia (Quadro 59.1). 

A confirmagao diagnostica, a identifica^ao entre he¬ 
mofilia A e B e a classifica^ao clinica quanto a gravidade 
sao feitas atraves da dosagem dos fatores VIII e IX. O fator 
VIII pode ser dosado por meio de um metodo funcional de 
coagulagao ou por meio de um exame no qual se usa um 
substrato cromogenico. O fator IX e avaliado pelo metodo 
funcional coagulometrico. Quando houver suspeita de he¬ 
mofilia em um recem-nascido, filho de uma mae portadora, 
o fatorVIII ou IX devem ser dosados atraves do sangue co- 
lhido do cordao umbilical logo apos o nascimento. Isso evita 
a necessidade de pungao venosa, o que poderia provocar 
equimoses ou hemorragia importante no recem-nascido. O 
diagnostico de hemofilia B no recem-nascido pode ser con- 
fundido com uma deficiencia de sintese hepatica do fator 
IX, comum no neonato e que pode permanecer ate o sexto 
mes de vida. 


Quadro 59.1 Exames na hemofilia. 

PTTA 

Prolongado 

Tempo de protrombina 

Normal 

Teste da mistura 

PTTA corrigido 

Fator VIII 

Diminuido (hemofilia A) 

Fator IX 

Diminuido (hemofilia B) 


■ DIAGNOSTICO DIFERENCIAL 

O grande diagnostico diferencial da hemofilia e com 
a doenga de von Willebrand (DVW). O defeito basico da 
DVW e uma redugao na atividade do fator de von Wille¬ 
brand (FVW). Em outro capitulo falaremos sobre a DVW. 

A hemofilia deve ser diferenciada das deficiencias dos 
outros fatores do mecanismo intrinseco da coagulagao, tais 
como: fatores XI, XII, precalicreina e cininogenio de alto 
peso molecular. 


680 


Parte 10 









Hemofilias 


Como o exame principal de triagem para diagnosticar 
a hemofilia, o PTTA, pode estar prolongado na presenga de 
um inibidor, tambem as patologias relacionadas, como, por 
exemplo, o anticoagulante lupico, devem entrar como diag¬ 
nostic© diferencial. 

■ TRATAMENTO 

A primeira preocupa^ao com o hemofilico e orientar o 
paciente ou os familiares a nao usar certas drogas como o aci- 
do acetil salicilico (AAS), os anti-inflamatorios ou qualquer 
outra medica^ao que possa interferir na fungao plaquetaria. 
O paracetamol e o analgesico indicado, mas devemos tomar 
cuidado com o seu uso prolongado. O paciente deve ser 
orientado sobre uma infmidade de analgesicos que possam 
conter aspirina ou outra droga antiagregante na sua composi- 
£ao. As inje^oes intramusculares devem ser evitadas, a menos 
que o paciente esteja recebendo o fator de coagulagao. Na 
vigencia de hematomas, hemartoses ou qualquer outro tipo 
de sangramento, o hemofilico deve receber a reposigao de 
fatores em tempo mais precoce possivel. 

Diante de uma cirurgia eletiva, deve ser feito um pla- 
nejamento com antecedencia, principalmente com o banco 
de sangue, para que possa ter estoque de fator VIII ou IX 
suficiente para uma boa hemostasia no per e pos-operatorio 
(Quadro 59.2). 


Quadro 59.2 Formula para calcular a dose em bolus para 
atingir 100% do fator. 


Fator VIII: dose em unidades = peso do paciente 
em kg x elevagao percentual requerida para atingir 
100% x 0,5 

Fator IX: dose em unidades = peso do paciente 
em kg x elevagao percentual requerida para atingir 
100% x 1,0 

A desmopressina (DDAVP) pode provocar um aumento 
do fator VIII em pessoas normais e em hemofilicos A leves e 
moderados. Apos a dose de 0,3 mcg/kg/peso, dado intrave- 
nosamente ou subcutaneo, o nivel do fator VIII aumenta de 


duas a tres vezes acima do seu valor basal, mas nao em todos 
os pacientes com hemofilia A leve ou moderada. Os pacientes 
com hemofilia A grave nao respondem ao DDAVP. O DDA¬ 
VP tambem pode ser administrado atraves de spray intranasal 
na dose de 150 meg em cada narina para o adulto e 150 meg 
em apenas uma narina em criangas com menos de 50 kg. 

O tratamento profilatico pode ser instituido em alguns 
pacientes, principalmente quando o proprio hemofilico e os 
familiares sao pessoas esclarecidas. O objetivo da profilaxia e 
converter um hemofilico grave para um fenotipo moderado 
e, assim, diminuir ou prevenir hematomas e hemartroses. A 
profilaxia reduz as artropatias e as hemorragias mais graves, 
como o sangramento intracranial. 

Existem algumas controversias a respeito da dose otima e 
a frequencia das infusoes profilaticas, mas um esquema sugere 
a dose de 20 a 40 Ul/kg em dias alternados. Outro esque¬ 
ma terapeutico sugere uma dose menor dos fatores, de 10 a 
20 Ul/kg em dias alternados. 
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Doenga de Von Willebrand 


■ INTRODUgAO 

A doenga de von Willebrand (DVW) foi descoberta por 
Erick von Willebrand, um finlandes que investigava uma 
familia residente numa regiao localizada entre a Suecia e a 
Finlandia. O proposito era uma menina de 5 anos de idade 
com uma doenga hemorragica grave; quatro de suas irmas 
haviam morrido de hemorragia antes dos 4 anos de idade. 
O proposito faleceu com a idade de 13 anos no seu quarto 
periodo menstrual. Os pais e varios outros parentes de am- 
bos os sexos tinham sintomas hemorragicos leves, sugerindo 
uma transmissao genetica autossomica. A gravidade do san- 
gramento era variavel e alguns individuos heterozigotos eram 
assintomaticos. Os locais mais frequentes de sangramento 
eram a pele, utero e mucosas, mais que os tecidos profundos. 
Essas pessoas tinham um tempo de sangramento prolongado, 
mas apresentavam tempo de coagulagao, retragao do coagu- 
lo e contagem de plaquetas normais. Eric von Willebrand 
distinguiu esta patologia da hemofilia e da trombastenia de 
Glanzmann, mas foi incapaz de determinar se o defeito era 
localizado no sangue, nos vasos ou nas plaquetas. 

Consideravel progresso foi alcangado para a compreen- 
sao da fisiopatologia da DVW Na decada de 1950, foi des- 
coberto que o nivel do fatorVIII apresentava-se reduzido e 
a transfusao com plasma de individuos normais ou de pa- 
cientes com hemofilia A mostravam corregao da tendencia 
de sangramento em pacientes com DVW. Essas observagoes 
sugeriram que a DVW era causada por um defeito em uma 
proteina plasmatica, agora conhecida como fator de von Wil¬ 
lebrand (FVW). Em 1972, o FVW foi purificado, e variantes 
geneticas do FVW foram identificadas e correlacionadas com 
diferen^as estruturais na molecula do FVW. Com o desen- 
volvimento dos multimeros por eletroforese em gel, desco- 
briu-se a heterogeneidade na DVW. Em 1985, a estrutura da 
molecula do FVW foi determinada por sequencia proteica 
e por clonagem do cDNA. Hoje centenas de muta^oes em 
muitos subtipos de DVW foram descritas. 

A DVW esta presente em aproximadamente 1% da po- 
pulagao quando os testes laboratoriais sao efetuados como 
triagem em estudo populacional. Somente 1% dessas pessoas 
e sintomatica e a maioria tern manifestagoes leves e modera- 


das que nao chegam a prejudicar as atividades diarias. Equi- 
moses espontaneas, epistaxes, sangramento em exodontias e 
menorragia sao sintomas frequentes. Na maioria dos casos, o 
sangramento resulta de uma diminuigao do FVW que inte¬ 
rage com as plaquetas e o endotelio vascular. 

■ ESTRUTURA E FUNgAO DO FVW 

O FVW tern duas fungoes principals: liga-se as plaquetas 
e ao subendotelio vascular, atuando como uma ponte para 
iniciar as reagoes durante a hemostasia primaria, e liga-se ao 
fatorVIII na circulagao. O FVW e uma glicoproteina mul- 
timerica enorme que e sintetizada pelas celulas endoteliais e 
pelos megacariocitos. Os grandes multimeros sao formados 
pela polimeriza^ao de subunidades que possuem os mes- 
mos sitios de ligagao. Esses sitios de liga^ao fazem com que 
o FVW seja especialmente bem adequado para atuar como 
uma ponte entre as plaquetas e outras estruturas dos vasos. A 
sintese do FVW inclui a forma^ao inicial de um dimero en¬ 
tre as subunidades basicas e subsequente multimerizagao dos 
dimeros de uma magnitude maior que 20 milhoes de daltons. 
O FVW sintetizado e secretado continuamente ou e mantido 
nos granulos de estoque, tal como os corpos de Weibel-Pala- 
de das celulas endoteliais ou os granulos a nos megacarioci¬ 
tos. Esses granulos contem o FVW de forma grande e mais 
hemostatica do que o liberado em estimulagao com agonistas 
como a trombina e adrenalina. O FVW localizado dentro dos 
granulos a, recentemente sintetizado, e o mesmo multime- 
ro que e encontrado na circulagao. Uma proteolise limitada 
ocorre no plasma e o alvo principal sao as grandes moleculas 
dos multimeros pro-tromboticos. Essa clivagem e executada 
por uma protease chamada de ADAMTS13. 

O gene para o FVW esta localizado no cromossomo 12, 
e o numero de polimorfismos e mutagoes foi identificado 
no sequenciamento do gene. As anormalidades geneticas res- 
ponsaveis por muitos pacientes com DVW nao foram iden¬ 
tificadas. 

O FVW apresenta sitios de ligagao para receptores pla- 
quetarios, a glicoproteina lb (GP-Ib) e ao colageno do su¬ 
bendotelio. A ligagao do FVW a esses receptores resulta em 
uma adesao das plaquetas ao subendotelio dos vasos lesados 
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e uma interagao de plaquetas-plaquetas, chamada de agrega- 
gao plaquetaria. A ligagao do FVW aos receptores GP-Ib nao 
requer ativagao previa das plaquetas. O FVW possui um se- 
gundo sitio de ligagao para outro receptor plaquetario, a gli- 
coproteina Ilb/IIIa (GP-IIb-IIIa), e essa ligagao requer uma 
ativagao previa das plaquetas para a exposigao a este receptor. 
Outros sitios de ligagao para a heparina e sulfatideos estao 
presentes nos monomeros do FVW. 

O FVW contem um sitio de ligagao para o fatorVIII que 
protege o fatorVIII da proteolise na circulagao. A interagao 
nao covalente do FVW com o fatorVIII prolonga a meia- 
-vida do fatorVIII na circulagao por cinco vezes. Em adigao 
a interagao com as plaquetas descritas anteriormente, a liga¬ 
gao e protegao do fatorVIII e outra fungao importante do 
FVW Um defeito na molecula do FVW leva a um disturbio 
hemorragico no qual aparece uma diminuigao do fatorVIII 
circulante devido a uma rapida depuragao. O FVW e impor¬ 
tante para a interagao plaqueta-vaso e plaqueta-plaqueta. As 
plaquetas sao normais na DVW. 

O FVW pode apresentar um valor de referenda muito 
amplo (50% a 200%) no plasma, pois condigoes fisiologicas 
e patologicas podem alterar o nivel do FVW na circulagao. 
O estrogenio e os hormonios tireoidianos sao importantes na 
regulagao da sintese do FVW, e um nivel baixo de hormonio 
tireoidiano pode levar a uma redugao importante do FVW Os 
niveis do FVW encontram-se nos limites inferiores da norma- 
lidade durante a fase folicular da mulher no seu ciclo mens¬ 
trual e geralmente estao elevados durante a ultima fase lutea. 
Durante o segundo e terceiro trimestre da gravidez, o FVW 
aumenta de duas a tres vezes, frequentemente determinando 
niveis “normais” de FVW em pacientes com doenga de von 
Willebrand (DVW) leve. Os niveis de FVW podem cair em 
poucas horas apos o parto. Na fase aguda de um processo in- 
flamatorio, os niveis de FVW aumentam durante a inflamagao. 
Uma variagao importante ocorre nos niveis do FVW em pes- 
soas com diferentes grupos sanguineos. As pessoas do grupo O 
tern niveis circulantes de FVW de aproximadamente 30%, mais 
baixos que os individuos dos grupos A, B ou AB. Isso deve ser 
levado em conta quando se tenta fazer um diagnostico defini¬ 
tive de DVW em um paciente que se apresenta com valores 
laboratoriais do FVW ligeiramente baixos. 

■ QUADRO CUNICO 

Os pacientes com as formas moderadas ou graves da 
DVW apresentam sintomas hemorragicos desde a infancia 
ou na adolescencia; no entanto a doenga pode manifestar- 
-se em qualquer idade por causa do grande espectro de gra- 
vidade dos sintomas hemorragicos. Homens e mulheres sao 
afetados com a mesma frequencia por causa da transmissao 
autossomica que ocorre na maioria das DVW, e a maior parte 
dos pacientes tern uma doenga leve ou moderada. Desde que 
uma das fungoes primarias do FVW e dar um suporte normal 
a fungao das plaquetas, as manifestagoes hemorragicas nos pa¬ 
cientes com DVW sao similares aquelas observadas nos pa¬ 
cientes com disturbios plaquetarios: equimoses, sangramento 


das mucosas, epistaxe, sangramento da cavidade oral, menor- 
ragia, hemorragia pos-parto e hemorragia gastrintestinal. 

Os pacientes podem chamar a atengao para um sangra¬ 
mento pos-cirurgico (frequentemente pos exodontia ou ton- 
silectomia) ou com o inicio da menstruagao. O sangramento 
mais serio e, geralmente, a hemorragia gastrintestinal e pode 
apresentar risco de morte quando associada com angiodispla- 
sia. Os pacientes com a forma rara da DVW, o tipo 3, sao gra- 
vemente afetados e apresentam niveis muito baixos de fator 
VIII (1% a 10%) bem como do FVW. Esses pacientes podem 
ter sangramentos graves, como hemartroses e hematomas se- 
melhantes aos sintomas dos hemofilicos, assim como sinto¬ 
mas secundarios a disfungao plaquetaria. O primeiro paciente 
descrito por von Willebrand tinha o tipo 3 da doen^a. 

A intensidade do sangramento pode variar entre mem- 
bros da mesma familia e, em um grau menor, no mesmo in- 
dividuo. Como mencionado anteriormente nesse capitulo, os 
niveis do FVW e os sintomas hemorragicos tambem podem 
variar nos processos inflamatorios, estimulagao adrenergica, 
gravidez e durante tratamento ou reposi^ao de estrogenio. 

■ DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

Os testes laboratoriais sao fundamentais para o diagnos¬ 
tico da DVW. Inicia-se pelos exames mais simples e depois 
seguem-se os mais complexos e muitas vezes trabalhosos 
(Quadro 60.1). O hemograma, a contagem de plaquetas e 
o tempo de protrombina sao importantes para o diagnostico 
diferencial. Os exames que poderao estar alterados na DVW 
sao: PTTA, dosagem do fatorVIII coagulante (FVIIFC), an- 
tigeno do fator de von Willebrand (FVW:Ag), atividade do 
cofator da ristocetina (FVW:RCo) e, em alguns casos mais 
complicados para o diagnostico, poderao ser necessarias a 
pesquisa dos multimeros do FVW e a agrega^ao plaquetaria 
induzida pela ristocetina (RIPA). 


Quadro 60.1 Exames para o diagnostico e classifica^ao 
da DVW. 


Exames para o diagnostico 


Fator de von Willebrand (FVW) 

Atividade de cofator de ristocetina (FVW:RCo) ou 
Atividade da ligagao do fator de von Willebrand ao 
colageno (FVW:CB) 

Dosagem do fator VIII coagulante (FVIIFC) 


Exames para a classificagao 


Multimeros do fator de von Willebrand 
Agregagao plaquetaria induzida pela ristocetina (RIPA) 

O Fator de von Willebrand (FVW) ou o Antigeno do Fator 
de von Willebrand (FVW:Ag) geralmente e avaliado atraves de 
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metodos imunologicos (Elisa) 56 e varios metodos automati- 
zados disponiveis na atualidade. O metodo turbidimetrico, 
que consiste na aglutinagao de particulas de latex revestidas 
com anticorpo do FVW, quando se adiciona o plasma do 
paciente. 

A atividade e geralmente avaliada usando o exame do 
Cofator da Ristocetina (FVW:Co), que e o padrao ouro, apesar 
de ser um teste de dificil padronizagao interlab orator ial. Esse 
teste e realizado fazendo-se diluigoes do plasma do paciente e 
misturando as diluigoes com plaquetas normais e lavadas para 
remover qualquer vestigio do FVW e adicionando ristoceti¬ 
na na concentragao de 1,0 a 2,0 mg/mL e, finalmente, mede- 
-se o tempo de aglutinagao das plaquetas de forma visual ou 
atraves de um agregometro. Atualmente foram desenvolvidos 
sistemas automatizados que apresentam uma boa correlagao 
com o metodo do cofator da ristocetina. 

Outra forma de avaliar a atividade do FVW e atraves 
da Ligagao do Fator de von Willebrand ao Colageno (FVW:CB): 
tambem e um teste funcional que quantifica a ligagao do 
FVW ao colageno que reveste os orificios das placas. O Tempo 
de Sangramento nao e especifico e pouco sensivel para o diag¬ 
nostic© da DVW. 

A atividade do FATOR VIII (FVIIFC) e medida por um 
metodo funcional utilizando uma modificagao do PTTA, e 
um resultado normal do fator VI11 nao exclui a possibilidade 
de uma DVW 

Os Multimeros do FVW sao avaliados atraves de uma 
eletroforese do plasma em gel de agarose em baixas con¬ 
centrates com um anticorpo especifico para o FVW, para 
a visualizagao dos multimeros. A avaliagao dos multimeros 
mede a diminuigao ou ausencia de multimeros de alto peso 
molecular do FVW, que ocorre no tipo 2 da DVW (subti- 
pos 2A e 2B).A Agregagdo Plaquetaria Induzida pela Ristoceti¬ 
na (RIPA) pode detectar o “ganho da fungao” do FVW que 
ocorre em pacientes com o tipo 2B, e essa prova e utilizada 
com o objetivo de identificar este tipo de DVW. Nesse teste, 
usam-se as plaquetas e o plasma do paciente (plasma rico em 
plaquetas - PRP), e varias concentrates baixas de ristocetina 
sao adicionadas em varios tubos contendo PRP do paciente. 
Baixa concentragao de ristocetina (geralmente 0,6 mg/mL) 
nao e capaz de provocar agregagao das plaquetas em um plas¬ 
ma normal, mas consegue agregar no paciente com o tipo 
2B da DVW. 

■ CLASSIFICAgAO 

A DVW e classificada em tres tipos, conforme os re- 
sultados dos exames laboratoriais. O tipo 1 apresenta uma 
diminuigao quantitativa parcial do FVW e compreende 70% 
a 75% dos casos de DVW; o tipo 2 constitui um grupo de 
variantes com defeito qualitativo na molecula do FVW, com¬ 
preende de 20% a 25% dos casos de DVW; e o tipo 3 e uma 
forma rara homozigota ou dupla heterozigose caracterizada 
por niveis muito baixos de FVW que ocorre em menos de 1 
caso por milhao de pessoas. 


DVW TIPO 1 

Transmitida por um gene dominante, geralmente esta as- 
sociada com sintomas leves ou moderados de sangramento, 
embora possa apresentar, ocasionalmente, hemorragia mais 
grave. Na infancia a epistaxe e uma caracteristica e pode de- 
saparecer na puberdade. As mutagoes foram identificadas em 
60% a 70% dos casos. 

O FVW:Ag e a atividade (FVW:RCo e a FVW:CB) 
geralmente estao diminuidos concomitantemente e o fator 
VIII:C esta diminuido. A RIPA esta diminuida e os multime¬ 
ros do FVW estao presentes (normais). 

DVW TIPO 2 

O tipo 2 e dividido em 4 sub tip os e suas frequences 
variam em diferentes partes do mundo. 

Tipo 2A 

O subtipo 2A geralmente e transmitido por um gene 
autossomico dominante e sua prevalencia e de 10% a 15% 
dos casos de DVW. Geralmente os sintomas hemorragicos sao 
moderados a graves. 

O FVW:Ag esta diminuido ou normal, o FVW:RCo 
diminuido desproporcionalmente ao FVW:Ag, e o FVIIFC 
pode estar normal ou diminuido. A RIPA geralmente esta 
diminuida e os multimeros mostram uma distribuigao anor- 
mal com ausencia de multimeros de pesos moleculares altos 
e intermediaries. 

Tipo 2B 

Este subtipo e transmitido por um gene autossomico 
dominante e, geralmente, a doenga se manifesta de forma 
moderada a grave e representa aproximadamente 5% dos pa¬ 
cientes com DVW. As mutagoes responsaveis por esse tipo 
de DVW determinam a ligagao espontanea das plaquetas na 
circulagao, o que resulta na remogao dos grandes multimeros 
e, em algumas situagoes, as plaquetas, provocando uma trom- 
bocitopenia. Essa trombocitopenia e devida a formagao de 
pequenos agregados plaquetarios formados na circulagao e 
sua subsequente remogao. 

O FVW:Ag esta reduzido ou normal e o FVW:RCo 
mostra-se bastante diminuido devido a ausencia dos multi¬ 
meros de alto peso molecular. O FVIIFC esta diminuido ou 
normal. A RIPA esta aumentada e os multimeros de alto peso 
molecular estao diminuidos ou ausentes, embora de uma for¬ 
ma menos intensa do que no subtipo 2A. 

Tipo 2M 

O subtipo 2M e geralmente transmitido por um gene 
autossomico dominante e esta presente em menos de 5% 
da populagao com DVW. Esse tipo e caracterizado por uma 
diminuigao na ligagao da molecula anormal do FVW aos 
receptores GPIb das plaquetas, no entanto os multimeros 
apresentam uma distribuigao normal na eletroforese em gel. 


capitulo 60 


685 



Tratado de Analises Clinicas 


O nivel do FVW:Ag esta variavelmente diminuido, o 
FVW:RCo esta mais intensamente reduzido que o FVW:Ag. 
O FVIIFC esta reduzido e a RIPA diminuida. 

Tipo 2N 

Geralmente, esse tipo mostra um padrao de transmissao 
autossomica recessiva. Os pacientes com esse subtipo apre- 
sentam niveis baixos de FVIIFC e a doenga pode ser con- 
fundida clinicamente, mas nao geneticamente, com hemofilia 
A. Os sintomas hemorragicos sao de moderados a moderada- 
mente graves. Essa mutagao provoca uma diminuigao da liga- 
gao do FVIIFC ao FVW, o que determina uma redu^ao na 
protegao do FVIIFC na circulagao. A meia vida do FVIIFC 
reduz de 8 a 12 horas para apenas 2 horas. O nivel do FVIIFC 
e baixo (geralmente de 5% a 15%) enquanto o FVW:Ag, o 
FVW:RCo, a RIPA e os multimeros do FVW sao nor mais. 

Pelo fato de o tipo 2N da DVW apresentar uma defi¬ 
ciencia do FVIIFC, esse subtipo pode ser confundido com o 
diagnostico de hemofilia A. A presenga de uma transmissao au¬ 
tossomica e a historia de sangramento em mulheres faz com 
que esses pacientes sejam testados para o tipo 2N da DVW 

DVW TIPO 3 

Esse tipo e caracterizado por uma deficiencia grave do 
FVW e uma moderada a grave deficiencia do FVIIFC. Esse 
subtipo e raro e e transmitido de forma homozigota ou por 
dupla heterozigose. Os pacientes podem apresentar sintomas 
hemorragicos tanto em decorrencia da deficiencia do FVW 
(sangramentos de mucosas) como em consequencia da defi¬ 
ciencia grave do FVIIFC (sangramentos das articulates). Os 
testes lab orator iais mostram que o FVW:Ag esta extrema- 
mente reduzido ou imensuravel, FVW:RCo muito reduzido, 
RIPA ausente e os multimeros do FVW estao, geralmente, 
indetectaveis. O FVIIFC esta entre 2% e 10%. 

■ DOEN^A DE VON WILLEBRAND ADQUIRIDA 

A DVW adquirida pode surgir espontaneamente ou 
pode estar associada com doen^as que determinam a redu- 
gao do FVW por varios mecanismos: anticorpos contra o 
FVW, aumento da proteolise do FVW, ligagao do FVW com 
celulas (geralmente celulas tumorais) ou diminuigao da sin- 
tese do FVW. Os anticorpos ocorrem mais frequentemen- 
te nas doengas autoimunes ou doen^as linfoproliferativas. O 
aumento da proteolise ocorre em pacientes com fibrinolise 
aumentada e nas situates de aumento do cisalhamento vas¬ 
cular, tais como nas doengas cardiacas congenitas e nas es- 
tenoses da valvula aortica. Adsor^ao pelo tumor foi descrita 
no tumor de Wilms. A diminuigao de sintese foi descrita no 
hipotireiodismo. Trombocitoses acentuadas tern sido relacio- 
nadas com DVW adquirida devido a ligagao do FVW pelas 
plaquetas anormais aumentadas. Alguns medicamentos, como 
o acido valproico e o dextran, podem estar associados a DVW 
adquirida. O diagnostico da DVW adquirida repousa sobre 
a historia recente de sangramentos cutaneomucosos, a au- 


sencia de historia de sangramentos anteriores, historia fami¬ 
liar negativa e a diminuigao do FVW:Ag e do FVW:RCo. 
A eletroforese em gel, geralmente, mostra uma redugao dos 
multimeros de alto peso molecular. 

■ TRATAMENTO 

O tratamento adequado depende do tipo de DVW que o 
paciente apresenta e, por meio dos exames lab orator iais, a ava- 
liagao deve ser completa antes de a terapia come^ar, se o tem¬ 
po permitir.Tem de ser avaliado o estado geral do paciente, as 
doen^as associadas, as medicates de uso (principalmente me¬ 
dicamentos contendo aspirina, anti-inflamatorios nao esteroi- 
des e outras drogas antiplaquetarias) devem ser consideradas. 
Esses fatores podem influenciar na decisao acerca da duragao 
do tratamento e se sera necessario administrar medicagao adi- 
cional ou reposigao de concentrado de plaquetas em casos de 
sangramentos mais importantes. Os pacientes com DVW que 
apresentam doengas cardiacas com indica^ao de antiagregantes 
plaquetarios devem ser tratados com cuidado, e esses pacientes 
devem ser informados do risco de sangramento e observados 
de perto quando em uso dessas drogas. Como nenhum teste 
de laboratorio consegue prever ou correlacionar bem com a 
gravidade do sangramento, o paciente deve ser monitorizado 
clinicamente. Entretanto, uma conduta geral e empirica e usar 
uma terapia para aumentar a atividade do FVW e o FVIFC 
para 50% a 100%. Na pratica, isto e feito somente com o ni¬ 
vel do FVIIFC, que pode (quando pode) ser avaliado em um 
tempo adequado para uma tomada de decisao. O tratamento 
pode ser feito com a desmopressina, reposigao do concentrado 
de FVW, antifibrinoliticos, agentes topicos e estrogenio (em 
mulheres selecionadas) (Quadro 60.2). 

■ DESMOPRESSINA (DDAVP) 

A desmopressina (l-desamino-8-D-arginina vasopressina 
ou DDAVP) e um analogo sintetico do hormonio antidiuretico 
que provoca liberagao do FVW e do FVIIFC dos corpusculos 
de estoque por uma agao indireta O DDAVP e o tratamento de 
escolha na maioria dos pacientes com o tipo 1 da DVW 

Embora a maioria dos pacientes com o tipo 1 da DVW 
responda ao DDAVP, e recomendado que todo paciente que 
recebera DDAVP para tratamento pela primeira vez faga um 
teste terapeutico antes. O DDAVP pode ser administrado 
tanto via endovenosa (EV), na dose de 0,3 pg/kg (dose limite 
maxima de 20 p/g), como por via intranasal, na dose de 300 
jag para pacientes acima de 50 kg ou 150 jag para pacientes 
com menos de 50 kg. Na aplicagao endovenosa, o DDAVP 
e diluido em 50 mL de soro fisiologico e administrado du¬ 
rante 20 a 30 minutos. Um aumento nos niveis do FVW e 
do FVIIFC de duas a cinco vezes e esperado dentro de 30 a 
90 minutos apos a administragao, e os valores retornam aos 
niveis de base aproximadamente 8 a 10 horas apos. 14 Podem 
ocorrer efeitos colaterais, como rubor, hipertensao, hipoten- 
sao, cefaleia, desconforto abdominal e raramente parestesia. 
Existem duvidas se o DDAVP pode causar trombose, por- 
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Quadro 60.2 Tratamento da doenca de von Willebrand. 

Medicagao 

Dose e comentarios 

Desmopressina 

(DDAVP) 

EV: 0,3 pg/kg em 50 ml_ de soro fisiologico durante 20 minutos 

Spray nasal: > 50 kg: 300 pg (1 spray em cada narina) 

< 50 kg: 1 50 pg (1 spray em apenas uma narina) 


Benefico na maioria dos pacientes com o tipo 1. 

Beneficio variavel no tipo 2 (a trombocitopenia pode piorar em alguns pacientes com o tipo 2B). 

0 paciente deve fazer teste terapeutico antes de um procedimento invasivo. 

Pode repetir a dose de 12 em 12h ou de 24 em 24h (A dose total nao deve exceder a 

3-4 doses, devido a taquifilaxia e a possivel hiponatremia. 

Concentrado de 
FVW de pureza 
intermediaria 

Dose inicial: 30-60 Ul/kg. Depois de 20-40 Ul/kg de 12/12h para manter niveis de FVW entre 30%- 
50% a 100% ou controle clinico do sangramento. Os niveis devem ser mantidos durante 

7-14 dias para cirurgias maiores e 1-5 dias para cirurgias menores. 


A dose e a duragao sao baseadas na experiencia clinica. Alguns procedimentos podem requerer 
somente uma dose profilatica. 

Antifi brinoliticos 

Acido a-aminocaproico: 50 mg/kg (maximo de 5 doses) 4 x dia 


Acido tranexamico: 25 mg/kg 3 x dia 


tanto deve ser usado com cuidado em pacientes com co- 
ronariopatia. A taquifilaxia ocorre apos doses repetidas, e a 
hiponatremia importante com convulsoes foi observada em 
alguns pacientes. 16 O DDAVP e administrado de 1 a 2 horas 
antes do procedimento e pode ser repetido diariamente por 2 
a 3 dias apos o procedimento, quando necessario. 

■ TERAPIA DE REPOSigAO COM 0 FVW 

Varias preparagoes que contem o FVW sao disponiveis 
para o tratamento da doenga de von Willebrand e sao cha- 
madas de FVW de pureza intermediaria e de alta pureza. O con- 
centrado de fatorVIII purificado por anticorpo monoclonal 
e o recombinante nao sao recomendados porque, nas suas 
preparagoes, eliminam o FVW A maioria dos especialistas 
nao recomenda o uso do crioprecipitado, pelo risco de trans- 
missao de virus. Os concentrados sao administrados em 15 
minutos por infusao endovenosa, mas estudos mostram que 
a dose total pode ser reduzida em 20% a 50% quando usa- 
da dose continua. A repetigao pode ser necessaria a cada 12 
horas durante 7 a 10 dias para cirurgias maiores ou episodios 
importantes de sangramento. 

A terapia de reposigao e usada no tipo 3 e nos pacientes 
com o tipo 2 que nao respondem ao DDAVP e naqueles do 
tipo 1 que tambem nao respondem ao DDAVP ou que pre- 
cisam de um tratamento a longo prazo, o que nao pode ser 
feito com o DDAVP por causa do risco de taquifilaxia apos 
2 ou 3 dias de uso. 


■ ANTIFIBRINOUTICOS 

Tanto o acido £-aminocaproico como o acido tranexa- 
mico sao usados para o tratamento da DVW, principalmente 
nos sangramentos oral e de outras mucosas. Quando usado 
por via oral, deve ser administrado de 3 a 4 vezes por dia. As 
dosagens devem ser ajustadas nos pacientes com insuficien- 
cia renal cronica. Essas drogas podem ser dadas, tambem, por 
via intravenosa e devemos lembrar do risco de trombose nos 
pacientes suscetiveis. 

■ AGENTES TOPICOS 

Geralmente, os agentes topicos sao administrados por via 
oral ou nasal e fornecem um tratamento na superficie do 
sangramento. Agentes hemostaticos absorviveis, como Gel- 
foam ou Surgicel, sao embebidos em trombina topica antes 
da aplicagao no local do sangramento. Um colageno micro- 
nizado (Avitene) e uma cola de fibrina tambem sao usados 
topicamente. 

■ ESTROGENIO 

O estrogenio pode aumentar a sintese do FVW, e mu- 
lheres com DVW leve a moderada podem se beneficiar com 
o tratamento com estrogenio. Em algumas mulheres, a do- 
sagem do hormonio corresponde a dose usada na reposigao 
hormonal. 


capitulo 60 


687 






Tratado de Analises Clinicas 


■ REFERENCES CONSULTADAS 

1. Alperin JB. Estrogens and surgery in women with von 
Willebrand's disease. Am J Med. 1982;73:367-71. 

2. Aylesworth CA, Smallridge RC, Rick ME, et al. Acquired von 
Willebrand's disease: a rare manifestation of pospartum thy¬ 
roiditis. Am J Hematol. 1995;50:217-9. 

3. Chang AC, Rick ME, Pierce LR, et al. Summary of a work¬ 
shop on potency and dosage ofvonWillebrand factor concen¬ 
trates. Haemophylia. 1998;4(suppl 3): 1-6. 

4. D'Amico EA,Villa^a PR, Valin AKZ. Doen^a de von Wille- 
brand. In: Zago MA, Falcao RP, Pasquini R.Tratado de Hema- 
tologia. Sao Paulo: Atheneu, 2013. p.637-45. 

5. Dalton RG, Savidge GF, Matthews KB, et al. Hipothyreo- 
dism as a cause of acquired von Willebrand's disease. Lancet. 
1987;1:1007-9. 

6. Eikenboon JCJ, van der Meer FJM, Briet E. Acquired von 
Willebrand's disease due to excessive fibrinolysis. BrJ Haema¬ 
tol. 1992;81:618-20. 

7. Favaloro EJ, Smith J, Petinos P, et al. Laboratory testing for 
Von Willebrand's disease an assessment of current diagnostic 
practice and efficacy by means of a multi-laboratory survey. 
RCPA Quality Assurance Program (QAP) in Haematol¬ 
ogy Haemostasis Scientific Advisory Panel. Thromb Haemost. 
1999;82:1276-82. 

8. Goodeve A, Eikenbom J, Castaman G, et al. Phenotype and 
Genotype of a cohort of families historically diagnosed with 
type 1 von Willebrand disease in the European study, Molecu¬ 
lar and Clinical Markers for the Diagnosis and Management of 
Type 1 von Willebrand Disease. Blood. 2007;109:112-21. 


9. Handin RI, Martin V, Moloney WC. Antibody-induced von 
Willebrand's disease: a newly defined inibitor syndrome. 
Blood. 1976;48:393-405. 

10. James PD, Goodeve AC. von Willebrand disease. Genet Med. 
2011;13:365-76. 

11. Jonge Poerink-Stockschlader AB, Dekker I, Risseeuw-Appel 
IM, et al. Acquired von Willebrand disease in children with a 
Wilms tumor. Med Pediatr Oncol. 1996;26:238-43. 

12. Kreuz W, Linde R, Funk M, et al. Valproate therapy induces 
von Willebrand disease type I. Epilepsia. 1992;33:178-14. 

13. Mannucci PM, Bettega D, Cattaneo M. Pater ns of develop¬ 
ment of tachyphylaxis in patients with haemophylia and 
von Willebrand disease after repeated doses of desmopressin 
(DDAVP).BrJ Haematol. 1992;82:87-93. 

14. Mannucci PM, Lusher JM. Desmopressin and thrombosis (let¬ 
ter). Lancet. 1989.2:675-76. 

15. Mannucci PM. Treatment of von Willebrand's Disease. N Engl 
J Med. 2004;351:683-94. 

16. Mohri H, Motomura S, Kanamori H, et al. Clinical signifi¬ 
cance of inhibitors in acquired von Willebrand syndrome. 
Blood. 1998;91:3623-9. 

17. Sanfelippo MJ, Suberviola PD, Geimer NF. Development of 
a von Willebrand-lyke syndrome after prolonged use of hy- 
droxyetil starch. Am J Clin Pathol. 1987;88:653-5. 

18. Scott JP, Montgomery RR. Therapy of von Willebrand disease. 
Semin Thromb Hemost. 1993;19:37-47. 

19. Tied A, Rand JH, Budde U, et al. How I treat acquired von 
Willebrand syndrome. Blood. 2011;117:6777-85. 


688 


Parte 10 





Fernando Pretti 



Coagulagao Intravascular Disseminada 


■ FISIOPATOLOGIA 

A coagulagao inicia-se pela interrupgao da camada en- 
dotelial do sistema vascular ou atraves da entrada de fator te- 
cidual (FT) na circulagao. O sistema intrmseco da coagulagao 
pode ser ativado pela interagao do sangue com o subendote- 
lio e o colageno. O FT no interior da maioria das celulas e 
liberado com o rompimento celular, causando a ativagao do 
sistema extrinseco da coagulagao. O estimulo e prolongado o 
suficiente para gerar a formagao de trombina e, durante a cas- 
cata de ativagao, cada etapa deve passar por barreiras fisiologi- 
cas, como uma potencial inativagao dos fatores da coagulagao 
(fatores XIa, Xa, IXa,VIIa e Ha) pela antitrombina III (ATIII) 
ou degradagao dos cofatores ativados (fatores Va e Villa) pelo 
sistema da proteina C (PC). A trombina gerada continua a 
evitar a ATIII, assim como a trombomodulina (TM), para, 
fmalmente, converter o fibrinogenio em fibrina. Tudo isso 
e completamente fisiologico apos uma incisao cirurgica ou 
outro evento para o qual a hemostasia e solicitada e deseja- 
vel. Quando uma lesao do endotelio vascular estiver sendo 
corrigida, um apropriado sistema pro-coagulante, principal- 
mente a trombina, permanece ativo para neutralizar os inibi- 
dores fisiologicos da coagulagao. O coagulo formado gera sua 
propria dissolugao, pela incorporagao do plasminogenio, que 
por sua vez e ativado pelo sistema fibrinolitico. O coagulo 
permanece no local ate ser eliminado pela agao da plasmina. 
Qualquer excesso da plasmina e neutralizado por seu inibi- 
dor, a 9 -inibidor da plasmina (a 2 -PI). Fisiologicamente, isso 
tudo acontece continuamente. 

O que separa o processo fisiopatologico de coagulagao 
intravascular disseminada (CID) da coagulagao fisiologica e a 
combinagao do comego da excessiva coagulagao, nao fisiolo¬ 
gica, continua (problemas obstetricos, sepse, cancer, trauma) 
e uma eventual incapacidade para neutralizar produtos da 
coagulagao ativados na circulagao em decorrencia da exaus- 
tao do sistema inibidor (deficiencias congenitas, insuficiencia 
hepatica ou circulagao comprometida), de tal modo que os 
estimulos que iniciam a coagulagao nao sao neutralizados. O 
estimulo sendo macigo, continuo e/ou nao neutralizado, o 
resultado e uma onda de pro-coagulantes que inundam os 
inibidores fisiologicos, resultando na formagao de trombina e 


plasmina, que estarao livres como dois agentes-chave respon- 
saveis pela CID. As manifestagoes clinicas da CID podem ser 
explicadas pela circulagao patologica da trombina e da plas¬ 
mina. A trombina provocara uma coagulagao intravascular do 
fibrinogenio, especialmente na microcirculagao, e a deposigao 
de plaquetas em areas nao fisiologicas. A plasmina degrada o 
fibrinogenio, a fibrina e varios fatores da coagula^ao, gerando 
produtos de degrada^ao do fibrinogenio e da fibrina (PDF) 
e D-dimeros, caracteristicos da CID. Na CID mais intensa, 
os niveis do inibidor-1 do ativador do plasminogenio (PAI- 
1), paradoxalmente, aumentam, em virtude de ser proteina 
de fase aguda, muito intensificada pelas citocinas. O aumen- 
to do PAI-1 inibe o sistema fibrinolitico, provocando mais 
trombose. O D-dimero e um PDF especifico gerado pela lise 
provocada pela plasmina sobre a fibrina que foi polimerizada 
pelo fator XHIa (Figura 61.1). 
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Figura 61.1 Patogenese da CID. 

Fonte: A Victor Hoff brand; Jhon E Pettit., 2000. 
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■ CAUSAS DA CID 

A CID nao e considerada uma doenga especifica, mas sim 
uma manifestagao de um processo patologico, assim como e a 
febre, a hiponatremia ou a dor abdominal. Essas sao anorma- 
lidades que nao sao consideradas como doengas e ocorrem 
sempre devido a uma causa basica. Portanto, reconhecer a 
CID em um paciente implica que uma doenga de base e a 
causa desse processo. A CID deve ser considerada como um 
indicador de uma grave doenga ou injuria que e bastante 
obvia (p. ex.: queimaduras, falencia cardiovascular, carcino- 
matose, sepse) e ainda, ocasionalmente, a CID serve como 
parte do diagnostico original, que pode ajudar a estabelecer a 
doenga de base. Exemplo disso e o reconhecimento da CID 
que ocorre na distingao da febre da meningococcemia da 
febre causada por virus em um paciente jovem; da leucemia 
promielocitica de outros tipos de leucemias; e a diferenciagao 
do descolamento abrupto da placenta de outras complicates 
obstetricas menos graves (Tabela 61.1). 


Tabela 61.1 Processos que podem induzir a CID. 

Lesoes teciduais 

Neoplasias 

• Trauma 

• Cancer 

• Esmagamento 

• Leucemias 

• Injuria do sistema 

• Quimioterapia de cancer 

nervoso central 

• Sindrome da lise tumoral 

• Insolagao 


• Queimaduras 


• Reagao hemolitica 


transfusional 


• Rejeigao aguda a 


transplante 


Infecgoes 

Complicagoes obstetricas 

• Bacteria Gram-positiva 

• Descolamento da 

• Bacteria Gram-negativa 

placenta 

• Esporotricose 

• Placenta previa e acreta 

• Rickettsiose 

• Feto morto retido 

• Protozoarios 

• Embolia de liquido 

• Fungos 

amniotico 

• Vi roses 

• Atonia uterina 


• Aborto provocado 


• Toxemia da gravidez 

Outras causas 

Outras causas 

• Choque 

• Afogamento 

• Parada cardiaca 

• Embolia gordurosa 

• Aneurisma de aorta 

• Hemangiomas gigantes 

• Mordida de cobra 



Fonte: Craig S. Kitchens; et ai, 2013. 


■ INICIO DA CID 

O inicio da ativagao da coagulagao, pelas lesoes teciduais, 
injuria endotelial e a exposigao do sangue pelos produtos 
das bacterias, celulas necroticas e tecido subendotelial esta 
corretamente representado tanto pelo mecanismo intrinseco 
como pelo extrinseco. Entretanto, o mecanismo intrinseco 
parece que atualmente e menos importante que o FT dire- 
cionado para o sistema extrinseco como iniciador da CID. As 
endotoxinas podem ativar o sistema intrinseco. Estes sistemas 
convergem para a geragao de trombina, que e essencial para 
a hemostasia normal ou alterada. A trombina ativa as plaque- 
tas, coagula o fibrinogenio e ativa os fatores V, VIII e XIII. 
Quando seus inibidores ficam sobrecarregados, a geragao de 
trombina torna-se patologica e comega a CID. 

A trombina circulante liga-se a trombomodulina (TM), 
presente no endotelio vascular. Quando a trombina se liga a 
TM forma, um complexo Trombina/TM, que se transforma 
de um pro-coagulante potente em um potente anticoagulan- 
te, em virtude da ativagao do sistema proteina C e proteina S, 
que por sua vez ativa o sistema fibrinolitico por neutralizar o 
PAI-1. O resultado e a transformagao do plasminogenio em 
plasmina, que causa nao somente a degradagao da fibrina e do 
fibrinogenio, mas tambem dos fatores V,VIII e XIII. A degra- 
dagao do fibrinogenio e da fibrina resulta nos PDF e D-di- 
meros. Os niveis de PAI-1 aumentam bastante em processos 
inflamatorios e o sistema fibrinolitico para, potencializando 
tromboses catastroficas. O quadro clinico da CID pode variar 
bastante conforme o agente causador. Por exemplo, a menin¬ 
gococcemia apresenta um quadro clinico agudo, enquanto 
no feto morto retido geralmente e um processo cronico. O 
aneurisma da aorta pode produzir uma CID cronica ao pas- 
so que a leucemia promielocitica provoca uma CID aguda. 
Em outras situates, o processo pode ser mais hemorragico 
(descolamento prematuro da placenta) ou pode predominar 
o quadro trombotico (sindrome de Trosseau). 

■ DIAGNOSTICO DA CID 

As manifestagoes clinicas mais comuns da CID sao a he- 
morragia, a trombose, frequentemente resultando na disfun- 
gao dos orgaos. O sangramento ocorre de todas as incisoes, 
das mucosas levemente traumatizadas, locais de pungoes ve- 
nosas e hematuria. As vezes, a trombose e a primeira alteragao 
clinica que pode ocorrer sob a forma de equimose, a qual 
pode evoluir rapidamente para uma purpura fulminans, au- 
sencia de pulso com extremidades frias, ou uma perda subita 
da visao ou alteragoes neurologicas secundarias a trombose. 

O diagnostico da CID e, sobretudo, um diagnostico 
clinico, porque os pacientes ja apresentam uma forte sus- 
peita clinica para desenvolver uma CID, e somente poucos 
exames simples serao necessarios para confirmar o diagnos¬ 
tico. Os exames sugeridos sao: Tempo de pro trombina (TP), 
Tempo de tromboplastina parcial ativada (PTTA),Tempo de 
trombina (TT), Contagem de plaquetas, PDF ou D-dimero, 
Fibrinogenio e o exame do esfregago sanguineo. Na CID 
mais grave, o PT e o PTTA estao prolongados de 50% a 
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70% dos casos, em decorrencia do consumo de varios fato- 
res da coagulagao. O TT esta prolongado em 70% a 80% dos 
casos, provocado pela queda do fibrinogenio e pela presenga 
do PDF ou D-dimero. As plaquetas estao moderadamente 
reduzidas ou pelo menos em numero menor do que antes 
do inicio da CID em 80% a 90% das vezes. A contagem 
inicial, caracteristicamente, nao e menor do que 30.000 a 
40.000/mm 3 . O PDF ou o D-dimero estao presentes em 
95% dos casos, e em 100% quando a CID esta bem es- 
tabelecida. A hematoscopia confirma a trombocitopenia e 
mostra a presenga de hemacias fragmentadas (esquizocitos) 
na metade dos casos. 

Outros exames mais sofisticados podem mostrar-se alte- 
rados na CID, mas, considerando a demora na liberagao des¬ 
ses ensaios, e considerando que a CID e uma situa^ao muito 
dinamica, essas outras provas nao sao praticas para o diagnos¬ 
tic o. Essas provas requerem muito mais tempo, muita expe¬ 
rience do laboratorio, alem de terem custo elevado, e nao 
acreditamos que acrescentariam mais informagoes do que os 
testes mais simples descritos anteriormente (Tabela 61.2). 


Tabela 61.2 Exames sugeridos para o diagnostico de CID. 
Tempo de protrombina (TP) 

Tempo de tromboplastina parcial ativada (PTTA) 

Tempo de trombina (TT) 

Fibrinogenio 
Contagem de plaquetas 
PDF ou D-dimero 
Flematoscopia 

■ DIAGNOSTICO DIFERENCIAL 

Pelo fato de outras patologias poderem apresentar qua- 
dros clinico e laboratorial que possam simular uma CID, 
varias situagoes devem ser consideradas como diagnostico di- 
ferencial. Nos pacientes com cirrose hepatica, caem os niveis 
de varios fatores da coagula^ao, incluindo o fibrinogenio, a 
antitrombina-III (AT-III), a proteina C, a proteina S e o plas- 
minogenio, em decorrencia da falta de produgao. O figado 
depura a pequena quantidade de PDF formado pela produ- 
£ao fisiologica, e a diminuigao na depuragao do PDF leva a 
um acumulo no sangue. A hipertensao portal com hiperes- 
plenismo e, tambem, uma caracteristica da cirrose avangada e, 
por isso, a trombocitopenia esta frequentemente presente. A 
hemorragia que ocorre nesses pacientes nao e pela CID, mas 
sim pela hipertensao portal e pela falencia hepatica. 

A coagulopatia dilucional pode causar confusao com 
o diagnostico de CID ou pode estar associada a ela, mas 
nao causa CID no sentido de uma produgao exagerada de 
trombina. 


Realmente, a distingao entre CID, a sindrome HELLP, 
o figado gorduroso agudo da gravidez, a pre-eclampsia, a 
eclampsia, a trombose maciga, a purpura trombocitopenica 
trombotica (PTT), pode apresentar um desafio. O trata- 
mento das pacientes com sindrome HELLP e a retirada 
da crianga e da placenta o quanto antes. Sendo possivel, 
espera-se uns dias extras para aumentar a viabilidade do 
feto, desde que essa sindrome se torne mais branda no ini¬ 
cio do terceiro trimestre. Paradoxalmente, a paciente com 
sindrome HELLP frequentemente piora 2 a 4 dias antes 
ou apos o parto. Deve-se ficar atento, nessa epoca, para a 
possibilidade de ocorrer uma trombose, e isto pode justifi- 
car a administra^ao profilatica de heparina imediatamente 
apos o parto se a contagem de plaquetas for menor que 
20.000/mm 3 . Distinguir a sindrome HELLP da CID pode 
ser dificil ou impossivel. 

Embora a PTT seja um processo claramente tromboti- 
co, com danos maiores para os orgaos, como consequencia 
da deposigao patologica intravascular de grandes agregados 
plaquetarios, nao pode ser considerada uma CID. O PT, o 
PTTA, o TT e o PDF estao sempre proximos dos niveis 
normais na PTT. A hemolise microangiopatica e uma marca 
da PTT. 

A crotalase, um veneno de cobra com uma agao se- 
melhante a trombina, coagula parcialmente o fibrinogenio, 
mas nao ativa as plaquetas e nem se liga a AT-III, o que 
diferencia sua a^ao da trombina. Embora esse veneno na 
circulagao lembre a CID, geralmente nao ocorre trombose 
e nem hemorragia. 

Ja e de conhecimento de longa data a associagao entre 
tromboembolismo e o cancer. Se o tromboembolismo ocor¬ 
re, como descrito por Trousseau ha mais de 100 anos, o pro¬ 
cesso e conhecido como sindrome de Trousseau. A sindrome 
de Trousseau e uma associagao de hipercoagulabilidade com 
adenocarcinoma, e reconhecida por caracteristicas especificas 
e e considerada uma CID cronica. A sindrome esta associada, 
principalmente, com adenocarcinoma e frequentemente o 
tumor esta oculto. Acredita-se que seja devido a libera^ao de 
produtos pro-coagulantes do tumor, sendo um deles o fator 
tecidual (FT). 

Na sindrome de Trousseau pode ocorrer uma CID cro¬ 
nica compensada, e a contagem de plaquetas, o TP, o PTTA e 
o fibrinogenio podem apresentar resultados diminuidos, nor¬ 
mais ou aumentados. Tipicamente, o PDF ou o D-dimero 
estao aumentados na sindrome de Trousseau. Os vasos en- 
volvidos podem ser as veias, principalmente aquelas de locais 
atipicos, tais como as veias superficiais do torax e abdome, 
subclavias e cerebrais. A trombose arterial pode ocorrer e 
pode ser subita, catastrofica ou fatal. 

O sistema fibrinolitico pode ser ativado independente 
do sistema da coagula^ao. A ativa^ao do sistema fibrinoli¬ 
tico, na grande maioria dos casos de CID, e secundaria e 
fisiologica decorrente da trombose. Em algumas circuns- 
tancias, a fibrinolise pode ativar-se de uma forma primaria. 
A existencia da hiperfibrinolise primaria, provavelmente, 
existe em situates especiais. Na fibrinolise primaria, a he- 
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morragia pode ser significativa, mas a trombose nao ocor- 
re. A hiperfibrinolise pode ocorrer na presenga de alguns 
casos de carcinomas, nos quais as celulas podem produzir 
ativadores do plasminogenio. Na fase final da circulagao 
extracorporea e no transplante de figado pode ocorrer 
uma liberagao ativa do ativador do plasminogenio tecidual 
(APt), resultando, provavelmente, na mais comum causa 
de sangramento apos esses procedimentos. Corroborando 
com essa hipotese, o uso de antifibrinoliticos esta asso- 
ciado com uma diminuigao da hemorragia durante tais 
procedimentos. As provas de coagulagao mostram um fi¬ 
brinogenio muito baixo, altos niveis de PDF e TP, PTTA 
e TT prolongados. As plaquetas sao normais ou proximas 
do normal. 

■ TRATAMENTO da cid 

Como a CID e uma consequencia grave de uma im- 
portante doen^a de base, e razoavel entender que o tra- 
tamento primario deve ser dirigido para o controle dessa 
doenga. No descolamento prematuro da placenta, o esva- 
ziamento uterino e fundamental para interromper o san¬ 
gramento. As medidas gerais de suporte (pressao arterial, 
reposigao de liquidos, controle hidroeletrolitico) sao im- 
portantes para o sucesso do tratamento. A transfusao de 
plasma fresco congelado e de plaquetyas estao indicadas, 
quando o paciente apresenta sangramento importante e se 
as plaquetas estiverem abaixo de 30.000/mm 3 . Da mesma 
forma, na deplegao do fibrinogenio e de outros fatores da 
coagulagao, a reposi^ao deve ser pensada quando os niveis 
estiverem abaixo de 50 mg/dL e menos de 25%, respecti- 
vamente. Por outro lado, se o paciente com CID nao apre- 
sentar sangramento, o PFC, as plaquetas e o fibrinogenio 
nao estao indicados. 

A transfusao de AT-III e da proteina C tambem podem 
estar indicadas em alguns casos especiais. 

O tratamento com heparina permanece bastante contro- 
verso. Em alguns estudos, a infusao de heparina pode aumen- 
tar a hemorragia e tambem levar a morte do paciente. Em 
algumas situagoes, como sindrome de Trousseau, aneurisma 
da aorta abdominal e na purpura fulminas, a heparina tern 
mostrado bons resultados. 
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Aproximadamente uma em cada 1.000 pessoas desenvol- 
ve trombose venosa profunda (TVP), a cada ano, nos mem- 
bros inferiores.Entre 1% e 2% desses pacientes morrem de 
embolismo pulmonar, e muitos, mais ou menos 25%, sofrem 
os efeitos da smdrome pos-trombotica cronica. Portanto, isso 
e importante para identificar os pacientes com predisposigao 
genetica para trombose, principalmente aqueles que apre- 
sentam TVP recorrente. Os termos hipercoagulabilidade e 
trombofilia referem-se a situagoes nas quais os fatores de ris- 
co geneticos ou adquiridos, para eventos tromboticos, estao 
associados com um alto risco de trombose (principalmente 
trombose venosa). A trombofilia e, principalmente, transmiti- 
da por um gene autossomico dominante com perda de fun- 
£ao das muta^oes que afetam os inibidores da coagulagao ou 
ganho de fungao das mutagoes que afetam os fatores da coa- 
gulagao. Curiosamente, pessoas que apresentam niveis, pela 
metade do normal, dos fatores da coagulagao nao apresentam 
tendencia hemorragica, enquanto inibidores da coagulagao 


com niveis pela metade do normal estao associados com um 
aumento do risco de trombose. 

Em 1965, Egeberg, publicou o primeiro caso de de¬ 
ficiencia hereditaria de antitrombina III (AT-III), e depois 
isso foi seguido por publica^oes similares de deficiencia de 
proteina C (PC) e de proteina S (PS). A trombofilia heredi¬ 
taria foi inicialmente considerada uma doenga rara e mono- 
genica, mas essa visao foi mudada em meados de 1980. Com 
a descoberta da resistencia a proteina C ativada (RPCA), uma 
muta^ao frequente do fator V, conhecida como fator V de 
Leiden (FV Leiden ), mudou-se o paradigma dos fatores de ris¬ 
co para trombofilia genetica e mostrou-se o caminho para 
os estudos da intera^ao entre a genetica e as causas adqui- 
ridas. Os principais fatores de risco para tromboembolismo 
venoso (TEV) podem ser divididos entre fatores adquiridos, 
fatores geneticos e outros fatores que podem variar em fun- 
£ao de variagoes geneticas ainda nao identificadas (Tabelas 
62.1 e 62.2). 


Tabela 62.1 Principais fatores de 

risco para trombose. 


Fatores de risco adquiridos 

Fatores de risco geneticos 

Outros fatores de risco 

Idade 

Deficiencia de antitrombina III 

Hiper-homocisteinemia 

Historia de trombose venosa 

Deficiencia de proteina C 

Fator VIII elevado 

Cirurgia 

Deficiencia de proteina S 

Fator XI elevado 

Tratamento hormonal 

Fator V de Leiden 

Fator IX elevado 

Sindrome antifosfolipide 

Mutagao da protrombina 

Fator VII elevado 

Sindromes mieloproliferativas 

Disfibrinogenemia 

TAFI elevado 

Trauma 


TFPI diminuido 

Pacientes engessados 


RPCA 

Obesidade 


TAFI: inibidor da fibrinolise ativavel pela trombina; TFPI: inibidor da via do fator tecidual. 
Fonte: Victor Marder; et ai, 2013. 
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Tabela 62.2 Risco e preValencia de tromboembolismo venoso. 


Defeitos geneticos 

Risco de TEV 

Prevalencia na 
populagao normal 

Prevalencia na populagao 
selecionada 

AT-III 

x 10 

0,02% 

4,3% 

PC 

x 4-5 

0,2%-0,4% 

4,8% 

PS 

x 4-5 

0,16%—0,21 % 

4,3% 

FVLeiden 

x 4-5 

4,8% 

20%-40% 

llmutagao 

x 3-4 

2,7% 

18% 


AT-III: Deficiencia de antitrombina III; PC: Deficiencia de protefna C; PS: Deficiencia de protema S; FV, ., : Mutacao do fator V de Leiden; II „ . : Mutacao da 

r r Leiden T mutacao T 

protrombina. 

Fonte: Victor Marder; et ai, 2013. 


■ DEFICIENCIA DE ANTITROMBINA III 

A antitrombina III (AT-III) e uma glicoproteina plas- 
matica com peso molecular de 58.000 daltons, produzida 
no figado que inativa a trombina e algumas enzimas res- 
ponsaveis pela gera^ao de trombina, principalmente o fator 
X ativado (Xa), e com menor intensidade os fatores IXa, 
XIa, Xlla, calicrema-cininogenio de alto peso molecular e 
o fator Vila do mecanismo extrinseco da coagula^ao. Esta 
combinagao de a^ao explica porque a AT-III e um impor- 
tante anticoagulante natural e esclarece porque pacientes 
mesmo com deficiencia discreta desse inibidor apresentam 
fenomenos tromboticos importantes. Por causa de seu pa- 
pel essencial no mecanismo de anticoagulagao, a ausencia 
completa de AT-III e incompativel com a vida e as pessoas 
com deficiencia parcial de AT-III apresentam um risco mui- 
to alto de desenvolver trombose venosa. Quando a hepari- 
na exogena ou o heparan sulfato endogeno, liberado pelo 
endotelio vascular, liga-se a AT-III, a capacidade inibitoria 
aumenta muitas vezes (Figura 62.1). 


Em 1918 foi relatado que a agao anticoagulante da he- 
parina dependia da presenga de um cofator plasmatico, cha- 
mado de AT-III. Egberg em 1965 descreveu uma familia de 
noruegueses, cujos membros apresentavam tendencia a trom¬ 
bose venosa associada a deficiencia de AT-III. Nessa epoca foi 
criado um grande otimismo no que diz respeito ao diagnosti- 
co das doengas tromboticas venosas. Embora a deficiencia de 
AT-III seja muito trombogenica, a decepgao foi muito gran¬ 
de, pois apenas 4% a 5% dos pacientes selecionados apresen¬ 
tam a deficiencia de AT-III como causa genetica de trombose 
venosa. A partir da decada de 1980 e principalmente nos anos 
1990 houve um grande salto na descoberta das causas geneti- 
cas de tromboembolismo venoso. Mais de 180 muta^oes dife- 
rentes ja foram descritas, determinando defeitos quantitativos 
e funcionais da AT-III. 

A deficiencia de antitrombina III e transmitida por um 
gene autossomico dominante e sao descritos dois tipos de de¬ 
feitos. No tipo I ha redugao na sintese da molecula de AT-III, 
e no tipo II existe um defeito funcional. Portanto, quando 
da avaliagao de uma possivel deficiencia de AT-III, devemos 
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Figura 62.1 A^ao da antitrombina + heparina sobre os fatores da coagula^ao. 
Fonte: A Victor Hoff brand; Jhon E Pettit., 2000. 
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optar pela metodologia funcional, pois detecta altera^ao nos 
dois tipos. Os pacientes geralmente apresentam tromboem- 
bolismo venoso (TEV) recorrente, frequentemente do final 
da 2- decada ate a 3- decada da vida, embora alguns indivi- 
duos chegam a velhice sem desenvolver episodios tromboti- 
cos, enquanto algumas criangas podem apresentar trombose 
precocemente. Mais de 50% dos pacientes com deficiencia de 
AT-III desenvolvem TEV durante a vida. Os episodios trom- 
boticos podem ser espontaneos, mas outras causas secundarias 
de trombose podem aumentar o risco de TEV, tais como: 
gravidez, puerperio, estrogenios, cirurgia, trauma e imobiliza- 
£ao. Estudos mostram que a incidencia de tromboembolismo 
venoso na associagao de gravidez com deficiencia de AT-III 
chega a 70%. A heparina subcutanea profilatica deve ser con- 
siderada nesses casos. Os locais mais comuns de trombose sao 
as veias dos membros inferiores, iliacas, femorais, veias me- 
sentericas, veia cava inferior, veias do sistema porta. A trom¬ 
bose arterial e rara. Tambem e rara a forma homozigota e, 
nos poucos casos relatados, o defeito provoca tanto trombose 
venosa como arterial de intensa gravidade. 

A deficiencia de AT-III e a trombofilia genetica mais gra¬ 
ve, podendo aumentar o risco trombotico em ate 10 vezes, 
comparando-se com pessoas sem a muta^ao. 

A prevalencia estimada da deficiencia de AT-III na popu- 
lagao geral sadia e de aproximadamente 0,02% enquanto em 
pacientes com TEV esta presente entre 4% e 5%. 

E importante enfatizar que os recem-nascidos tern a me- 
tade da concentragao de AT-III do adulto e atingem niveis 
equivalentes aos das pessoas adultas a partir do 6° mes de vida. 

As pessoas que apresentam tromboembolismo venoso 
decorrente da deficiencia de AT-III devem ser tratadas com 
heparina de forma similar aos pacientes com TEV de outras 
etiologias. A associagao de concentrado de antitrombina III 
e o ideal para os casos de trombose maciga, mas o alto custo 
dessa modalidade de tratamento dificulta sua indica^ao no 
nosso meio. A resistencia a heparina e citada, mas nao che¬ 
ga a ser um problema significante no manuseio do paciente 
com deficiencia de AT-III e tromboembolismo. Geralmente 
os pacientes respondem bem a heparinoterapia, aumentando 
de forma conveniente o tempo da tromboplastina parcial ati- 
vada (PTTA). 

Varias condi^oes patologicas podem reduzir a concen- 
tragao de AT-III no plasma: coagulagao intravascular dissemi- 
nada (CID), hepatopatia, sindrome nefrotica, sepse, trauma, 
queimaduras, neoplasias e circulagao extracorporea podem 
ser causas secundarias de deficiencia de AT-III. Uma discreta 
redugao pode, tambem, ocorrer no uso de anticoncepcional, 
na reposigao hormonal e na trombose aguda. Nessa ultima 
condigao ocorre um consumo de AT-III no episodio trom¬ 
botico e, por isso, nao se recomenda dosar a antitrombina III 
nesse momento sob o risco de obter-se um falso resultado 
com niveis baixos desse inibidor. A administragao de hepari¬ 
na provoca, tambem, redugao nos niveis plasmaticos de AT-III 
e o contrario ocorre com a ingestao de anticoagulante oral. 
Dados de varios estudos sugerem que uma diminuigao na 
concentragao plasmatica de AT-III abaixo de 60% a 70% do 


normal representa um risco muito alto para desenvolver TEV. 
Um estudo de pacientes com sindrome nefrotica mostrou 
que 8 de 11 pacientes desenvolveram trombose quando a 
concentra^ao de AT-III estava abaixo de 70%, enquanto ape- 
nas 1 de 37 com AT-III maior que 70% apresentou trombose. 

■ DEFICIENCIA DE PROTEINA C 

A deficiencia de proteina C (PC) como causa de trom¬ 
bofilia foi descrita pela primeira vez por Griffin em 1981. 
A proteina C e uma glicoproteina com PM de 62.000 dal- 
tons, sintetizada no figado, dependente da vitamina K e de 
participa^ao muito importante no mecanismo inibitorio da 
coagulagao atraves de sua ativagao pelo complexo trombi- 
na-trombomodulina. Sob condigoes fisiologicas a PC e 
convertida em proteina C ativada (PCA) pelo complexo 
trombina-trombomodulina na superficie do endotelio vas¬ 
cular e posteriormente a PCA inativa os fatoresVa e Villa, 
retardando assim o mecanismo de coagula^ao e prolongando 
o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA). 

No tipo I da deficiencia da PC, ocorre uma redugao 
quantitativa e funcional da molecula e no tipo II, apenas um 
defeito funcional. O mecanismo inibitorio diminui e a cas- 
cata da coagulagao continua a fungao, levando a uma maior 
geragao de trombina e consequentemente ao tromboembo¬ 
lismo venoso (TEV). 

Na avaliagao laboratorial e preferivel optar por um me- 
todo funcional (p. ex.: coagulometrico ou por substrato cro- 
mogenico) e nao imunologico, ja que este ultimo metodo 
nao detecta defeito funcional da PC. Os niveis de proteina C 
sao baixos nos recem-nascidos e vao aumentando na adoles- 
cencia ate a idade adulta. 

A deficiencia de proteina C ocorre em aproximadamen¬ 
te 5% dos pacientes com TEV e esta presente em 0,2% a 0,4% 
da populagao geral. O risco de trombose aumenta de 4 a 5 
vezes nos portadores dessa deficiencia. O risco de episodios 
tromboticos aumenta com a idade nos heterozigotos e apro¬ 
ximadamente a metade dos pacientes apresenta tromboem¬ 
bolismo ate a idade de 40 anos. A transmissao se faz atraves de 
um gene autossomico dominante 

O quadro clinico mais encontrado na deficiencia de PC 
e o TEV e com relativa frequencia pode-se encontrar trom¬ 
bose em locais nao usuais, como veias mesentericas, sistema 
porta, veias hepaticas (sindrome de Budd-Chiari), veias re- 
nais e veias cerebrais. Casos de AVC isquemico em adultos 
jovens estao associados com deficiencia da PC. A deficiencia 
homozigota de proteina C apresenta uma complicagao trom- 
botica muito agressiva ao nascimento, manifestando-se como 
purpura fulminante, maciga trombose venosa e coagulagao 
intravascular disseminada (CID). Nessa catastrofica sindrome 
o tratamento de escolha e a imediata reposigao de proteina 
C, atraves da infusao de plasma fresco ou a reposi^ao de con¬ 
centrado da PC. O tratamento posterior se faz com anticoa- 
gulante oral durante o resto da vida. 

Uma sindrome clinica relacionada com uma diminui- 
£ao drastica da concentragao da PC e a necrose de pele 
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induzida pela varfarina. O quadro clinico mais usual e aque- 
le em que o paciente com deficiencia heterozigota da PC 
desenvolve TEV quando e tratado com anticoagulante - ge- 
ralmente quando se inicia a varfarina sem a protegao da 
heparina. Com a administragao de varfarina todos os fatores 
dependentes da vitamina K diminuem numa intensidade 
que depende da dose de varfarina e da meia vida dos fatores 
(II,VII, IX e X, proteina C e proteina S). Como a meia vida 
da proteina C (aproximadamente 5 horas) e menor do que 
a maioria dos outros fatores citados, a concentragao plasma- 
tica cai dramaticamente e predispoe ao tromboembolismo. 
O mais importante e quando a concentra^ao da PC ja e 
baixa antes de iniciar a administra^ao da varfarina e apos a 
anticoagulagao o nivel da PC cai rapidamente para proxi¬ 
mo de 0%, principalmente quando se inicia o tratamento 
com dose alta de varfarina. Nessa situa^ao e necessario que 
seja suspensa a varfarina rapidamente e que logo se inicie a 
infusao da PC, atraves de concentrado ou de plasma fresco 
congelado. Baseado nessa fisiopatologia e recomendavel ini¬ 
ciar todo tratamento com anticoagulante oral em dose baixa 
e com prote^ao da heparina. 

Varios fatores podem interferir no diagnostico laborato- 
rial da deficiencia da PC. A gravidez e o uso de anticoncep- 
cional oral podem elevar o nivel plasmatico da PC. Niveis 
diminuidos podem ser encontrados na trombose aguda, he- 
patopatias, doenga renal, fumantes, CID e nos pacientes em 
uso de varfarina. Nesse ultimo caso os pacientes indicados ao 
estudo devem colher o sangue para a dosagem da proteina C 
somente 20 dias apos a suspensao da varfarina. 

■ DEFICIENCIA DE PROTEINA S 

A deficiencia de proteina S (PS) relacionada com trom¬ 
bose foi descrita pela primeira vez em 1984 por Comp. Assim 
como a proteina C, a PS e uma glicoproteina dependente da 
vitamina K, PM de 69.000 daltons e e sintetizada no endo- 
telio vascular, no hepatocito e em outros tecidos. Atua como 
cofator da PC na degradagao dos fatores Va e Villa. A PS 
circula sob uma forma inativa (60%), ligada a proteina C4b 
(C4b-BP), e outra livre (40%). Somente a forma livre da PS 
apresenta atividade como cofator da PC e as concentrates 
absolutas e relativas da PS livre sao muito influenciadas pela 
quantidade de C4b-BP. 

A deficiencia da PS e transmitida por um gene autos- 
somico dominante e os pacientes heterozigotos apresentam 
um risco de TEV 4 a 5 vezes maior que a popula^ao normal. 
A prevalencia, na populagao geral, e estimada em 0,16% a 
0,21% e nos individuos com tromboembolismo a prevalencia 
e de aproximadamente 5%. 

Ha tres tipos de deficiencia da PS: o tipo I e caracteri- 
zado por uma concentrado baixa tanto da proteina S total 
quanto da livre, o tipo II apresenta uma concentrado normal 
de ambas as formas, mas com diminui^ao da atividade de 
cofator (defeito funcional), e o tipo III mostra uma concen¬ 
trado normal da forma total com redugao na concentrado 
da PS livre. 


O diagnostico laboratorial da deficiencia da PS baseia-se 
mais na dosagem da PS livre do que na medida dos niveis 
da PS total. Variates nos resultados de dosagem da PS sao 
frequentes, em parte explicadas pelas diferengas etnicas, va¬ 
riates de tecnicas e oscilagoes provocadas pelo sexo, idade e 
estado hormonal. Os testes para a dosagem da PS consistem 
em metodos de exames imunologicos e testes funcionais para 
a avaliagao da deficiencia da PS. Os exames so devem ser 
efetuados 20 dias apos a suspensao da varfarina ou apos um 
episodio trombotico. 

Varias condi^oes fisiologicas e clinicas afetam o nivel de 
PS livre e deficiencias adquiridas sao comuns. A mulher tern 
niveis ligeiramente mais baixos do que os homens. Durante 
a gravidez, a proteina S livre cai no segundo trimestre, em 
contraste a proteina C, que nao se altera durante a gravidez. 
A proteina S total diminui nas pacientes que fazem uso de 
anticoncepcional oral, mas como tambem cai a concentragao 
de C4b-BP, nao ha mudanga na proteina S livre. Outras de¬ 
ficiencias adquiridas de proteina S ocorrem na hepatopatia, 
infec^ao por varicela, tromboses extensas, administragao de 
varfarina, CID e no lupus eritematoso sistemico. Na sindro- 
me nefrotica ocorre um aumento da PS total, mas como a 
C4b-BP tambem aumenta, o nivel de PS livre diminui para 
aproximadamente 75% do normal. Ha relatos, tambem, de 
redugao dos niveis da PS no HIV. 

A deficiencia da PS manifesta-se clinicamente por TEV 
e possivelmente com alguns casos de trombose arterial. A 
possibilidade de um individuo permanecer livre de trombo¬ 
se ate a idade de 45 anos e de 50% nos pacientes portado- 
res de deficiencia da PS e com um alto risco de trombose 
quando associada a outros fatores de risco geneticos. Alem da 
trombose venosa profunda e do embolismo pulmonar, outras 
manifesta^oes sao encontradas, tais como: trombose da veia 
cerebral, mesenterica, do sistema porta, subclavia e purpura 
fulminante. A trombose arterial ocorre mais na deficiencia da 
PS do que na deficiencia da PC, e a deficiencia da PS livre 
tern sido encontrada associada com anticorpos anticardioli- 
pina em pacientes com ataque isquemico transitorio e AVC. 

Como a PS e um cofator para a proteina C ativada (PCA) 
na sua a^ao antitrombotica e sua sintese hepatica depende da 
vitamina K, nao e surpreendente que a PS esteja implicada na 
necrose de pele induzida pela varfarina e na purpura fulmi¬ 
nante neonatal, quando os niveis se aproximam de 0%. 

A conduta terapeutica e similar a da deficiencia da PC, 
exceto que o concentrado da PS nao e disponivel para o 
tratamento. 

■ FATOR V DE LEIDEN 

Ate 1993 a avaliagao laboratorial para investigar causas 
hereditarias de trombose era pouco gratificante. A descoberta 
da resistencia a proteina C ativada (RPCA), por Dahlback, 
aumentou em 2 a 3 vezes as causas geneticas de trombofilia 
em relagao a soma das outras alteragoes descritas anterior- 
mente. Ele descreveu tres familias cuja proteina C ativada 
(PCA) nao provocava o esperado prolongamento no PTTA e 
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isso definiu um novo fenotipo chamado de RPCA. Logo em 
seguida, Bertina identificou uma muta^ao genetica especifica 
no gene do fator V, altera^ao esta responsavel por 95% da 
RPCA. Essa mutagao, primeiramente identificada na cidade 
de Leiden, na Holanda, recebeu o nome de Fator V de Lei¬ 
den. As deficiencias da proteina C e da proteina S provocam 
uma diminuigao da inativagao dos fatoresVa e Villa permi- 
tindo, portanto, uma coagulagao mais acelerada e podendo 
culminar com tromboembolismo venoso (TEV). O mesmo 
acontece na RPCA, na qual ocorre uma ausencia de prolon- 
gagao do tempo de tromboplastina parcial ativada (PTTA) 
mesmo com a adigao da proteina C ativada (PCA) ao plasma 
do individuo com RPCA. 

O fator V de Leiden e uma mutagao caracterizada por 
uma troca de arginina na posi^ao 506 por glutamina. Esse de- 
feito produz uma resistencia a clivagem do fatorVa pela PCA, 
o que resulta na produ^ao de altos niveis de trombina e uma 
grande probabilidade de trombose. A mutagao do fator V de 
Leiden e responsavel por cerca de 90% dos casos de RPCA. 
Os 10% restantes responsaveis pela RPCA sao em decor- 
rencia do fator V de Cambridge (arg por thr), uma alteragao 
genetica que parece ter pouco risco de trombose e algumas 
causas adquiridas, como a gravidez, o uso de anticoncepcio- 
nal oral, neoplasias e o aumento na taxa do fator VIII. O me- 
canismo da RPCA nessas causas adquiridas permanece sem 
esclarecimento. 

A prevalencia do FV Leiden ^ e alta na populagao branca, mas 
baixa nos nativos da Asia, Africa e Australia. A frequencia 
do FV Leiden na populagao branca e de aproximadamente 5%. 
O FV Ldden e muito raro na China, Coreia, Taiwan e Japao. Nos 
Estados Unidos e encontrado em 2,21% dos americanos his- 
panicos, em 1,23% dos americanos africanos, em 0,45% dos 
americanos asiaticos e em 1,25% dos indios americanos. O 
risco de TVP em portadores heterozigotos e, aproximada¬ 
mente, cinco vezes maior do que na populagao controle. Nos 
pacientes selecionados com TEV, a prevalencia do FV Leiden 
varia entre 20% e 40%, conforme a etnia de origem do pa- 
ciente. Estudos familiares e de caso controle mostram que o 
FV t e claramente um estado trombofilico mais moderado 
do que as deficiencias heterozigotas da AT-III, da PC e da 
PS. O risco absoluto de TEV em pessoas com deficiencia de 
AT-III, PC e PS esta entre 0,5% e 1,5% por ano, comparado 
com 0,1% a 0,3% por ano nos portadores heterozigotos do 
FV t . Com base nesses dados, a probabilidade estimada de, 
ao longo da vida, ocorrer trombose nos portadores heterozi¬ 
gotos do FV Ldden esta entre 5% e 10%. Um estudo efetuado 
em 15.109 individuos entre 18 e 65 anos de idade sugeriu 
que a mutagao do FV Leiden poderia ser responsavel por aproxi¬ 
madamente 7% de todos os casos de TEV. 

A prevalencia do FV homozigoto, na populagao geral, 
e de aproximadamente 1 caso para 2.500 pessoas. As complica¬ 
tes tromboticas sao muito menos graves do que nos pacientes 
homozigotos para as deficiencias da PC e da PS. O FV T ., ho- 
mozigoto foi encontrado em 4,1% de 1.200 pacientes conse- 
cutivos,j ovens, com TEV. Nos pacientes homozigotos, o risco 
de trombose venosa aumenta de 30 a 140 vezes. 


A trombofilia esta caracterizada como uma doenga mul- 
tigenica e e comum a intera^ao do FV Leiden com outros de- 
feitos geneticos, como a deficiencia da PC, a deficiencia da 
PS e da muta^ao no gene da protrombina e essas associates 
aumentam em muito o risco trombotico. 

O tromboembolismo venoso geralmente tern inicio na 
fase adulta e fatores circunstanciais podem desencadear a TEV, 
como a imobilizagao, pos-operatorio, gravidez ou uso de an¬ 
tic one epcional. A trombose tambem pode ocorrer em sitios 
atipicos, tais como seio sagital cerebral e veia central da reti¬ 
na. A perda fetal e natimorto ocorrem com alta frequencia e 
apresentam um risco estimado de 16% por gravidez. O uso de 
anticoncepcional oral aumenta o risco de tromboembolismo 
em aproximadamente 3,7 vezes em relagao as pacientes que 
nao utilizam o hormonio, e quando combinado com o FV T 
o risco aumenta para 35 vezes. Em relagao a trombose arterial 
e a RPCA, os dados ainda nao sao conclusivos, embora alguns 
trabalhos sugiram um risco maior de infarto do miocardio 
em pacientes jovens fumantes nos portadores da mutagao, as- 
sim como uma incidencia maior de AVC em adultosjovens e 
criangas. Outros estudos, entretanto, falharam na demonstragao 
do aumento do risco de trombose arterial. O diagnostico de 
RPCA geralmente e baseado no PTTA e o metodo e calca- 
do na comparagao dos resultados na presenga ou ausencia de 
PCA, com o resultado final expresso por uma razao que mede 
o indice de sensibilidade do plasma do paciente a PCA. Os in¬ 
dividuos que sao portadores da RPCA apresentam um PTTA 
curto ao passo que as pessoas normais mostram um PTTA 
prolongado apos a adigao de PCA ao plasma testado. Esse teste 
deve ser muito bem padronizado dentro de cada laboratorio 
para que se possa valorizar o resultado. 

Os pacientes em uso de varfarina podem apresentar resulta¬ 
dos falsamente normais, ja que esse anticoagulante pode prolon- 
gar o PTTA. Para corrigir essa interferencia e para aumentar a 
sensibilidade do teste, foi sugerida uma modificagao no metodo 
que consiste numa pre-diluigao (1 + 3) do plasma do paciente 
com plasma deficiente em fator V Essa diluigao do plasma do 
paciente com o plasma deficiente em fator V fornece quanti- 
dades otimas dos fatores de coagulagao e corrige o efeito do 
anticoagulante. Essa prova apresenta uma sensibilidade de 96% e 
especificidade de 100%. O teste da resistencia a proteina C ati¬ 
vada tern a vantagem de detectar as formas raras de RPCA nao 
causadas pelo FV Ldden , mas para identificar a mutagao genetica 
(fatorV de Leiden) e necessario a biologia molecular. 

O tratamento dos pacientes portadores do FV Leiden de- 
pende do quadro clinico. Os portadores assintomaticos nao 
necessitam de anticoagulagao. Naqueles que ja apresentaram 
um episodio trombotico, o risco de recorrencia e maior do 
que na populagao normal, mas a decisao de se fazer a anti- 
coagulagao depende da extensao, da gravidade da TEV e da 
presenga ou nao de fatores precipitantes. Nos pacientes as¬ 
sintomaticos que sao descobertos acidentalmente ou durante 
um estudo familiar, a anticoagulagao somente sera recomen- 
dada para eventos de alto risco, como: apos cirurgia, durante 
periodos de imobilizagao, durante uso de anticoncepcional 
oral e durante e apos a gravidez (Figura 62.2). 
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Figura 62.2 Sistema protema C e S. 

Fonte: A Victor Hoff brand; Jhon E Pettit., 2000. 


■ MUTACAO NO GENE DA PROTROMBINA 

Em 1966, Poort descreveu outra mutacao genetica res- 
ponsavel por um aumento no risco de doen^a, a substituigao 
da base (G por A) na regiao 3’ - UNTRANSLATED (posi- 
Cao 20210) do gene da protrombina, o que proporciona um 
risco trombotico de 2 a 3 vezes maior. 

Em 474 pacientes nao selecionados com o primeiro 
episodio de trombose venosa e 474 controles do LETS, a 
frequencia da mutacao foi de 6,2% e 2,3%, respectivamen- 
te. Essa mutacao da protrombina esta associada com um au¬ 
mento significativo nos niveis do fator II (protrombina) em 
comparagao com as pessoas nao portadoras (132% e 105%, 
respectivamente). O nivel plasmatico da protrombina e um 
fator de risco independente para trombose. Esse fator de risco 
sugere que a FII 20210 atua aumentando os niveis do fator 
II (protrombina), culminando com um aumento da geragao 
da trombina. 

A prevalencia da mutacao da protrombina (FII G20210A) 
e alta na populagao branca, mas e baixa ou zero nos asiaticos, 
nos indios americanos e nos americanos africanos. A prevalen¬ 
cia estimada da FII G20210A, na populagao branca, esta entre 
1% e 6%. Essa mutacao e mais frequente no sul da Europa 
do que no norte, ao contrario do que ocorre com o FV Leiden . 
O risco de trombose venosa profunda esta de 3 a 4 vezes 
aumentado nos heterozigotos comparado com os nao por- 
tadores dessa mutacao. Nos pacientes comTEV selecionados, 
a prevalencia da FII G20210A e de aproximadamente 16%. 

Dois estudos mostram um aumento da recorrencia da 
trombose venosa entre os portadores heterozigotos da FII 
G20210A, mas outros estudos contestam esse aumento. Assim 
como no FV T ., , a associacao de FII G20210A com trom- 
bose arterial seria muito fraca. A maioria dos estudos nao 


tern mostrado associacao entre FII G20210A e infarto do 
miocardio ou acidente vascular cerebral (AVC). No entanto, 
em populates de baixo risco de eventos tromboticos arte- 
riais, tais como em mulheres jovens, a taxa de probabilidade 
esta aumentada em quatro vezes para o infarto do miocardio, 
nas portadoras de FII G20210A. Uma metanalise de tres es¬ 
tudos em pacientes com infarto do miocardio antes dos 55 
anos mostrou uma taxa de probabilidade de 1,86 para a FII 
G20210A. Mais de uma duzia de trabalhos analisaram a as¬ 
sociacao entre a mutacao FII G20210A e AVC, mas nenhum 
deles mostrou uma ligacao com isquemia cerebral. O risco 
de trombose venosa cerebral esta aumentado em portadoras 
da mutacao FII G20210A. Embora a FII G20210A hetero- 
zigota provoque um aumento de 30% nos niveis plasmaticos 
de protrombina em relacao aos nao portadores, esse fenotipo 
nao pode identificar os portadores da mutacao devido a larga 
margem nos niveis da protrombina. A unica maneira de iden¬ 
tificar a mutacao e por meio da biologia molecular. 

■ HIPER-HOCISTEINEMIA 

A associacao entre uma elevacao significativa nos niveis 
de homocisteina plasmatica (> 100 jamol/L) e arteriosclerose 
e doenca arterial trombotica foi observada por McCully em 
1969. Posteriormente, niveis menos elevados de homocistei¬ 
na plasmatica (16 a 100 pmol/L) foram relacionados com 
tromboembolismo venoso (TEV), tanto de causa genetica 
como de causa adquirida. 

O metabolismo da homocisteina envolve dois mecanis- 
mos maiores, sendo que ambos requerem vitaminas como 
cofatores - vitaminas B 19 ; B 6 e acido folico. A transulfuracao 
converte a homocisteina em cistationina atraves da enzima 
cistationina p-sintetase (CBS) e da vitamina B 6 , e uma reme- 
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tilagao converte a homocistema em metionina envolvendo a 
enzima metileno-tetra-hidrofolatorredutase (MTHFR), que 
e folato dependente. A deficiencia ou defeito de uma des- 
sas enzimas resulta em hiper-homocisteinemia. Embora uma 
mutagao genetica na CBS explique muitos casos de homocis- 
tinuria, sua prevalencia na populagao geral e de apenas 0,3%, 
enquanto a muta^ao no gene da MTHFR, que produz um 
defeito termolabil na molecula, esta presente, na forma homo- 
zigota, em 10% a 13% da populagao caucasiana. A deficiencia 
de folato, vitamina B 6 e vitamina B 12 prejudica a remetilagao 
da homocistema pela qual a MTHFR atua ou pela transulfu- 
ragao operacionalizada atraves da CBS. Em ambos os casos, a 
homocistema se acumula no sangue em correlagao inversa a 
concentragao de folato. A administragao de 4 mg/dia de aci- 
do folico aos pacientes com hiper-homocisteinemia reduz o 
nivel para aproximadamente 25%, a vitamina B 19 diminui o 
nivel para 7%, e a vitamina B 6 nao interfere na taxa de ho¬ 
mocistema. O mecanismo pelo qual a homocistema provoca 
trombose nao esta totalmente esclarecido, mas nao ha nenhu- 
ma duvida de que a hiper-homocisteinemia provoca trom¬ 
bose tanto venosa como arterial. A disfungao endotelial ou 
a indugao da atividade do fator tecidual, a proliferagao das 
celulas musculares lisas, um defeito nos mecanismos da pros- 
taciclina e do oxido nitrico, a inibigao da ligagao do ativador 
do plasminogenio tecidual as celulas receptoras e a inibi^ao da 
ativagao da proteina C atraves da trombomodulina sao algu- 
mas das hipoteses sobre a trombogenese da hiper-homocistei¬ 
nemia. Estudos em primatas efetuados por Harker, em 1976, 
sugerem que a combina^ao desses efeitos seja importante para 
a homocistema induzir lesoes toxicas sobre o endotelio, sobre 
a musculatura lisa e sobre o estreitamento do vaso. 

Estudos com casos e controles mostram uma correlagao 
entre niveis discretamente a moderadamente elevados de ho¬ 
mocistema e risco de TEV, apresentando um risco relativo de 
2 a 4. Simione e Den Heijer encontraram um leve aumen- 
to de homocistema em 5% a 10% da populagao sadia e que 
esse modesto aumento implicou num risco de TEV duas vezes 
maior. Em pacientes que ja apresentaram trombose, o risco de 
recorrencia e maior nos individuos com homocistema elevada 
do que em pessoas com niveis normais: 18,2% versus 8,1% (ris¬ 
co relativo de 2,7). Interessante e a resposta de pacientes com 
hiper-homocisteinemia grave ao tratamento com vitaminas, 
atraves do qual, uma redugao da doenga arterial e seguida de 
um decrescimo na taxa de homocistema. A conclusao final e 
de que a hiper-homocisteinemia moderada e considerada um 
fator de risco isolado, tanto para trombose arterial como venosa. 

A eleva^ao na taxa de homocistema plasmatica e comum, 
particularmente no idoso. A deficiencia de vitaminas (acido 
folico, B 19 e B ) e uma causa determinante das hiper-homo- 
cisteinemias leves e moderadas, ocorrendo em aproximada¬ 
mente dois tergos de todos os casos. Uma metanalise recente 
de 38 estudos avaliou o risco de hiper-homocisteinemia para 
doenga vascular arteriosclerotica, estimou a redugao dos ni¬ 
veis de homocistema pela administragao de acido folico e 
calculou o potencial de redugao da mortalidade por doenga 
coronariana atraves do aumento da ingestao de acido folico. 


Essa analise conclui que a elevagao da homocistema e um 
fator de risco independente para doenga vascular arterioscle¬ 
rotica e a fortificagao com acido folico na alimenta^ao reduz 
a mortalidade. A suplementagao de vitaminas reduz, tambem, 
a recorrencia de tromboembolismo venoso. 

■ SINDROME ANTIFOSFOUPIDE 
Introduqao 

A sindrome antifosfolipide (SAF) e uma condigao trom- 
bofilica definida por um conjunto de manifestagoes clinicas e 
laboratoriais. A SAF foi primeiramente descrita em 1952 com 
um relato de um teste sorologico falso-positivo para sifilis e um 
inibidor do tempo de tromboplastina parcial ativada (PTTA). 
Em 1957 foi descrita uma associa^ao entre o teste falso-positivo 
para sifilis, um anticoagulante circulante e abortos recorrentes. 
A ausencia de sangramento e a associa^ao paradoxal entre es¬ 
ses inibidores da coagulagao e trombose foi relatado em 1963. 
O termo anticoagulante lupico (AL) para esses inibidores de- 
pendentes de fosfolipideos foi introduzido porque a maioria 
dos pacientes iniciais pareciam ter lupus eritematoso sistemi- 
co, embora esses achados nao fossem confirmados por estu¬ 
dos posteriores. Em 1980, os exames de imunoensaio foram 
desenvolvidos para a pesquisa dos anticorpos anticardiolipina 
(aCL), e uma nova sindrome de trombose, aborto e doenga 
neurologica foi chamada de sindrome anticardiolipina, termo 
posteriormente corrigido para sindrome antifosdolipide. No 
inicio de 1990, foi descoberto que os anticorpos, nessa condi- 
£ao trombotica autoimune, nao reconheciam os fosfolipideos 
sem um cofator proteico identificado como P 9 -glicoproteina 
I (p 9 GPI), e que outras proteinas ligadas ao fosfolipideo pode- 
riam realizar esse papel. Esses anticorpos foram relatados na 
literatura como cofatores-dependentes ou anticorpos aPL de- 
pendentes de P 9 GPI, em contraste aos anticorpos gerados em 
pacientes com sifilis e outras infec^oes. 

O criterio atual de investigagao de SAF, chamado de 
Criterio de Sydney, nao teve a pretensao de ter requisitos 
absolutos para o diagnostico clinico. Esses criterios incluem 
historia de trombose documentada e/ou complicates gesta- 
cionais definidas juntamente com provas laboratoriais espe- 
cificas (Tabela 62.3). 

Uma propor^ao significativa de pacientes com trombose 
venosa apresenta niveis elevados de anticorpos antifosfolipideos 
(aPL), com prevalencia estimada entre 5% e 30% para qualquer 
anticorpo aPL, 1% e 16% para AL e 4% e 24% para anticorpo 
anticardiolipina (aCL). Nas pacientes com abortos espontaneos 
recorrentes, a prevalencia e estimada em 11% para AL e 29% 
para anticorpos aCLA. A prevalencia de anticorpos aPL na po- 
pulagao normal assintomatica foi estimada em 3% a 10% com 
uma prevalencia de 1% a 5% para AL, 1% a 5% para anticor¬ 
pos aCL e 3% para anticorpos P 9 GPI. Os anticorpos aPL que 
ocorrem apos infec^oes, geralmente, nao estao associados com 
trombose. Uma proporgao de pacientes com lupus eritemato¬ 
so sistemico tern anticorpos aPL positivos, assim como outras 
doengas autoimunes. Em alguns pacientes, a presenga dos anti¬ 
corpos aPL pode anunciar o aparecimento do lupus. 
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Tabela 62.3 Criterios de investiga^ao de Sydney para o 
diagnostico de SAF. 


• Trombose vascular (um ou mais episodios de trombose 
arterial, venosa ou de pequenos vasos). Na histologia 
nao deve haver nenhuma evidencia de inflamagao na 
parede dos vasos. 

• Morbidades da gravidez atribuidas a insuficiencia 
placentaria, incluindo: a) tres ou mais abortos 
espontaneos recorrentes, antes da decima semana de 
gestagao; b) uma ou mais perdas fetais apos a decima 
semana de gestagao; c) natimorto; d) episodios 

de pre-eclampsia, trabalho de parto prematuro, 
descolamento prematuro da placenta, crescimento 
intrauterino restrito e oligoidramnio inexplicavel. 

• Titulos medios ou altos de anticorpos anticardiolipina 
ou anti-P 2 GPI IgG e/ou IgM presente em duas ou mais 
ocasioes, em pelo menos 12 semanas de intervalo, 
medidos por Elisa. 

• Presenga de anticoagulante lupico em duas ou mais 
ocasioes com pelo menos 12 semanas de intervalo. 

Fonte: Victor Marder; et al., 2013. 


Uma serie de mecanismos foram postulados para expli- 
car a tendencia trombotica na SAF (Tabela 62.4). 


Tabela 62.4 Patogenia da SAF. 

• Inibigao de inibidores da coagulagao e da fibrinolise 

1. Rompimento da barreira de protegao da anexina 

2. Inibigao do mecanismo da proteina C 

3. Aumento da geragao da trombina e diminuigao da 
sua inativagao 

4. Inibigao dos heparinoides TFPI e inibigao da 
inativagao do FIXa 

• Ativagao das plaquetas 

• Injuria e ativagao das celulas endoteliais e monocitos 

• Ativagao do complemento 

Fonte: Victor Marder; et al., 2013. 

Embora os pacientes possam apresentar tromboembolis- 
mo venoso e/ou arterial em virtualmente qualquer parte do 
sistema vascular, a maioria tende a ter eventos tromboemboli- 
cos venosos. Em um estudo, 59% tinham trombose limitada a 
circulagao venosa, 28% somente na area arterial e 13% em am- 
bos. ATVP dos membros inferiores foi o mais frequente acha- 
do, ocorrendo em cerca da metade dos pacientes; outros locais 
deTVP incluem a embolia pulmonar, veias cava, subclavia, ju¬ 
gular e veias abdominais e pelvicas. Assim como nos pacientes 


sem SAF, as tromboses podem ocorrer espontaneamente ou 
na presenga de fatores de risco, tais como estrogenios, con¬ 
traceptives orais, gravidez, puerperio, estase vascular, cirurgia 
ou trauma. Alguns pacientes com trombose venosa, mas geral- 
mente nao com trombose arterial, tambem podem apresentar 
simultaneamente condigoes trombofilicas hereditarias. O fator 
de risco mais significante para um evento tromboembolico fu- 
turo e uma historia anterior de tromboembolismo. O risco de 
recorrencia aumenta para aproximadamente 30% em pacientes 
com o primeiro episodio de TEV e a presenga de anticorpos 
aCL durante quatro anos de observagao do evento inicial. 

Duas classes de exames sao utilizadas para a deteegao dos 
anticorpos aPL: 1. Exames de coagulagao, em que o AL e de- 
tectado atraves da inibi^ao do fosfolipideo; e 2. Imunoensaios 
em que os anticorpos antifosfolipideos sao pesquisados e co- 
fatores proteicos que sao detectados por Elisa. A anticardioli¬ 
pina (aCL) IgG e IgM sao exames mais sensiveis, mas menos 
especificos; a anti-p 0 GPI IgG e IgM sao mais especificos, mas 
menos sensiveis; e o anticoagulante lupico (AL) e o menos 
sensivel, mas o mais especifico. 

■ ANTICOAGULANTE LUPICO 

Ha varias formas de pesquisar o AL, todas relacionadas 
com a inibigao do aPL. Esses exames sao baseados em modi- 
ficagoes do PTTA, testes com reagentes sensiveis e nao sen¬ 
siveis para AL, o tempo de coagulagao com Kaolin (KCT), 
o dRWT e a inibi^ao do tempo de tromboplastina diluida 
(ITTD). Os resultados dos testes para AL podem ser tao va- 
riaveis que mesmo laboratories especializados podem emitir 
resultados discordantes. Apesar dessas limita^oes, a presenga 
de AL e mais preditiva e mais especifica para a ocorrencia de 
trombose ou perda fetal do que a anticardiolipina. Em uma 
revisao sistematica da literatura, 12 de 12 estudos mostraram 
uma associa^ao significativa entre AL e trombose, enquanto 
somente 15 de 28 estudos mostraram significativa associagao 
entre aCL e trombose. No estudo APASS, a positividade para 
LA e aCL juntos, mas nao para aCL somente, mostrou um 
valor preditivo mais alto para risco de fenomenos tromboti- 
cos em pacientes com o primeiro AVC isquemico. No estu¬ 
do RATIO, a presen^a de LA apresentou um fator de risco 
maior para eventos tromboticos arteriais em mulheresjovens, 
como infarto do miocardio, AVC isquemico, para mulheres 
em uso de contraceptives orais e para fumantes. 

O Subcomite de Anticorpos Antifosfolipides da Socieda- 
de Internacional de Hemostasia e Trombose priorizou uma 
adequa^ao para o LA nas seguintes categorias: 

■ baixa adequa^ao: pacientes mais velhos com trom¬ 
boembolismo venoso ou arterial; 

■ moderada adequafao: pacientes assintomaticos com, 
casualmente, um PTTA prolongado e pacientes com 
perda fetal precoce espontanea recorrente ou TEV 
provocada; 

■ alta adequa£ao: paciente com TEV espontanea e 
inexplicavel, trombose arterial em pacientes jovens (< 
50 anos), trombose em locais atipicos, perda fetal tardia e 
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trombose ou morbidade durante a gravidez com doen- 

gas autoimunes. 

Diretrizes pormenorizadas foram propostas para padro- 
nizar todos os aspectos do teste para AL, desde a coleta do 
sangue, a centrifugagao, preservagao, execu^ao tecnica, ate a 
interpreta^ao. Dois diferentes testes para LA com principios 
diferentes sao necessarios. O tempo do veneno da vibora de 
Russell diluido - diluted Russell viper venom time (dRWT) - e 
especifico para detectar o AL em pacientes com alto risco de 
trombose. O PTTA com silica como ativador e baixa con- 
centra^ao de fosfolipideo e o segundo teste de escolha. 

■ EXAMES USADOS PARA PESQUISAR OS 
ANTICORPOS ANTIFOSFOLIPIDEOS 

Tempo do veneno da vibora de Russell diluido 
(dRWT) 

O dRWT usa o veneno da cobra de Russel em um sis- 
tema contendo limitadas quantidades de fosfolipideo diluido 
obtido do cerebro de coelho. O veneno da cobra de Russell 
ativa diretamente o fator X da coagulagao, promovendo a 
formagao do coagulo de fibrina. O AL prolonga o dRWT 
interferindo com a construgao do complexo da protrombi- 
nase e o prolongamento e revertido com a adigao de exces- 
so de fosfolipideo. O tratamento com heparina, varfarina ou 
inibidores diretos da trombina podem alterar falsamente os 
resultados. 

Tempo de tromboplastina parcial ativada (PTTA) 

O prolongamento do PTTA detecta alguns anticoagu- 
lantes lupicos (ALs), e um PTTA prolongado em pessoas sau- 
daveis, ate que se prove o contrario, e devido ao LA. Quando 
o PTTA esta prolongado e nao corrige com mistura com 
plasma normal, um LA deve ser suspeitado, especialmente se 
o paciente nao apresentar sintomas hemorragicos. O LA pre- 
cisa ser diferenciado de inibidores de fatores especificos da 
coagulagao (p. ex.: inibidor do fatorVIII) e de anticoagulantes 
como a heparina. Quando o PTTA normaliza apos a adigao 
de um excesso de fosfolipideo, sugere-se o LA. 

Anticorpo anticardiolipina 

O imunoensaio para aCL foi desenvolvido, inicialmen- 
te, para quantificar o teste falso-positivo para sifilis.Na aCL 
por Elisa, a quantidade de IgG e IgM e expressa em unida- 
des de fosfolipideo IgG (GPL) ou unidades de fosfolipideo 
IgM (MPL). A maioria dos pacientes com SAF e identifi- 
cada por niveis elevados de anticorpos aCL, um teste com 
alta sensibilidade, mas pouca especificidade, principalmente 
nos pacientes assintomaticos. Tern uma variabilidade sazonal 
interessante, com mais pessoas saudaveis tendo aumento de 
anticorpos aCL no inverno do que no verao. 

Altos niveis de aCL estao associados ao aumento do 
risco de trombose venosa, enquanto qualquer nivel elevado 
esta associado com infarto do miocardio ou AVC isquemico. 


Mulheres com uma IgG > 20 GPL ou um AL positivo apre- 
sentaram um risco maior para SAF. Uma metanalise sobre an¬ 
ticorpos antifosfolipideos (aPL) em mulheres com perda fetal 
recorrente mostrou uma correlagao significativa a presenga 
de aumento de aCL IgG. 

Com respeito ao AVC isquemico, niveis elevados de aCL 
IgG ou IgM foram relacionados com um fator de risco sig- 
nificante. Os anticorpos aPL sao, tambem, um fator de risco 
independente para AVC isquemico em mulheres jovens. 

Anticorpo anti-P 2 GPI 

O p 0 GPI e principal alvo antigenico para os anticorpos 
aPL.Embora os anticorpos |3 0 GPI estejam presentes em com- 
binagao com aCL anormal, alguns pacientes com SAF apre- 
sentam somente anticorpos p 0 GPI. Apesar da sua destacada 
alta especificidade (98%) para SAF, o anti-P 9 GPI nao pode 
sozinho ser utilizado para o diagnostico por causa de sua bai¬ 
xa sensibilidade (40% a 50%) e variabilidade interlaboratorial. 
Testes simultaneos sao necessarios. 

■ TRIAGEM PARA TROMBOFILIA 

Nao ha um consenso para a triagem da trombofilia, que 
tipos de exames fazer ou o tratamento clinico para os pa¬ 
cientes com trombofilia. A trombofilia esta mais associada 
principalmente ao tromboembolismo venoso do que a trom¬ 
bose arterial. A trombose venosa ocorre mais frequentemente 
como trombose venosa profunda e/ou embolia pulmonar. 
As formas clinicas menos comuns, tais como tromboses dos 
membros superiores, cerebral e trombose de veias viscerais 
(p. ex.: portal, mesenterica, hepatica e renal) devem ser tria- 
das porque estao frequentemente associadas a trombofilia. O 
valor preditivo de uma historia familiar para identificar pa¬ 
cientes com estado trombofilico e a ausencia de uma historia 
familiar nao excluem a necessidade de triagem do FV T , 
FII G20210A e da deficiencia dos inibidores da coagulagao 
(AT-III, PC e PS). A natureza multifatorial do TEV deve ser 
considerada porque os eventos tromboticos em portadores de 
fatores trombofilicos sao desencadeados, na metade dos casos, 
por fatores de risco adquiridos. Portanto, um TEV associado 
com um fator de risco adquirido nao exclui a necessidade da 
triagem para trombofilia. Faz sentido limitar a triagem apos 
o primeiro evento trombotico para pacientes j ovens ou que 
apresentaram recorrencia depois da retirada do anticoagulan- 
te oral. Os testes para trombofilia sao uteis quando capazes de 
identificar pacientes que sao particularmente propensos para 
recorrencia. 
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Diagnostico Laboratorial das 
Infecgoes Fungicas 


■ INFECgOES FUNGICAS 

As infecgoes fungicas podem ser de aquisigao comuni- 
taria ou hospitalar e, menos frequentemente, venerea e ocu- 
pacional. Em geral, pelo baixo contagio entre os individuos, 
os processos comunitarios sao mais endemicos do que epide- 
micos. Contudo, surtos de menor incidencia podem ocorrer. 
Como as principals vias de infecgao sao a inalagao de ele- 
mentos infectantes e a implantagao traumatica, o pulmao, a 
pele e seus anexos e as membranas mucosas sao os sitios ana- 
tomicos mais acometidos. No entanto, infecgoes disseminadas 
a outros orgaos internos podem surgir de focos pulmonares 
primarios. Na grande maioria das vezes, por serem inumo- 
competentes, os hospedeiros apresentam quadros clinicos de 
carater mais benigno, os quais, normalmente, respondem bem 
a quimioterapia antifungica. Processos como paracoccidioi- 
domicose, histoplasmose, coccidioidomicose, esporotricose, 
candidiases superficiais, criptococose e dermatofitoses sao os 
mais observados em nosso meio. 

Recentemente, tern sido relatado o aumento da fre- 
quencia de infecgoes fungicas invasivas em pacientes hos- 
pitalizados. Como apresentam algum comprometimento do 
seu sistema de defesa, esses pacientes se tornam suscetiveis a 
diversos agentes oportunistas que, apesar da limitada capa- 
cidade patogenica, tern demonstrado resistencia crescente as 
drogas antifungicas de uso clinico, produzindo quadros mor- 
bidos importantes, com taxas de mortalidade elevadas. Nesse 
caso, as vias de infecgao dos organismos nosocomiais estao, 
principalmente, relacionadas aos procedimentos iatrogenicos. 
As candidiases hematogenicas e a aspergilose invasiva sao os 
processos de maior incidencia no grupo dos pacientes imu- 
nocomprometidos e hospitalizados. 

Importa mencionar que a defmigao de infecgao fungica 
invasiva compreende classicamente tres elementos principals, 
representados pelos fatores relacionados ao hospedeiro, fato- 
res clinicos e fatores microbiologicos. Associados a amostra 
clinica (lavado broncoalveolar, biospsia e secregoes), esses 
fatores permitem o estabelecimento de niveis de probabi- 
lidade de infecgao (provada, provavel e possivel). Os fatores 


ligados ao hospedeiro e os fatores clinicos sao prontamente 
discerniveis, ja que sao rotineiramente empregados para o re- 
conhecimento de pacientes de risco. Do mesmo modo, os 
criterios microbiologicos nao apresentam maiores dificulda- 
des para sua aplicagao, pois sao tradicionalmente baseados na 
demonstragao tecidual dos agentes etiologicos e na cultura 
dos especimens clinicos. 

Um conjunto de criterios fisiopatologicos permite a de¬ 
ter minagao de cada um desses tres fatores. Para os fatores do 
hospedeiro, por exemplo, podem estar presentes: 

■ neutropenia (< 500 neutrofilos/mm 3 por >10 dias); 

■ febre persistente/resistente (> 96 h) a antibioticoterapia; 

■ temperaturas < 36 °C ou > 38 °C, com algumas das se- 
guintes condigoes predisponentes: neutropenia prolon- 
gada (> 10 dias) e previa (60 dias anteriores), infecgao 
fungica provada ou provavel nos episodios iniciais de 
neutropenia, uso recente/concomitante de agentes imu- 
nossupressores ou coexistencia de Aids sintomatica; 

■ corticoterpia prolongada (> 3 semanas) e previa (60 dias 
anteriores); 

■ doenga enxerto contra hospedeiro aguda (grau > 2); 

■ extensa doenga cronica. 

Para os fatores clinicos, sendo considerada ou nao a exis- 
tencia de manifestagoes clinicas principals (> 1) ou secunda- 
rias (> 2), podem ser observadas: 

■ infecgao do trato respiratorio inferior (imagem na to- 
mografia computadorizada revelando sinal do crescente 
aereo, sinal do halo ou cavidades com areas de consoli- 
dagao, sintomas de infecgao apresentando tosse, dor no 
peito, hemoptise ou dispneia, achados clinicos de atrito 
pleural, efusao pleural ou outros infiltrados); 

■ infecgao nasal e dos seios nasais (evidencia radiologica 
de infecgao nos seios nasais com erosao da parede dos 
seios nasais, extensa infecgao de estruturas adjacentes ou 
extensa destruigao da base do cranio, sintomas de infec¬ 
gao em trato respiratorio superior com descarga nasal, 
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congestao, ulceragao da mucosa nasal ou epistaxe, incha- 
go periorbital, dor temporomandibular, lesoes necroticas 
negras e/ou perfuragao do palato duro); 

■ infecgao do sistema nervoso central (evidencia radio- 
logica de infecgao no SNC com mastoidites ou outro 
foco parameningeal, empiema extradural, massa no pa- 
renquima cerebral ou coluna vertebral, sintomas neuro- 
logicos focais, convulsoes, hemiparesia, paralisia, confu- 
sao mental, sintomas de irritagao de meninges, alteragao 
bioquimica e celular do liquido cefalorraquidiano); 

■ Infecgao fungica disseminada (lesoes cutaneas nodulares 
ou papulares sem causa determinada, achados intraocu- 
lares sugestivos de coriorretinite hematogenica fungica 
ou endoftalmite); 

■ Candidiase disseminada cronica (abscessos pequenos e 
perifericos no figado e/ou bago, demonstrados por to- 
mografia ou ultrassonografia ou elevado nivel de fosfata- 
se alcalina) ou candidemia. 

Relativamente aos fatores microbiologicos, devem ser 
criteriosamente considerados: 

■ resultados positivos para cultura de escarro ou lavado 
broncolaveolar para fungos filamentosos (. Aspergillus 
spp., Fusarium spp., Scedosporium spp. ou Zigomycota), 
Cryptococcus neoformans e patogenos endemicos; 

■ resultados positivos para cultura ou exame microscopico 
direto/histopatologia de aspirados de seios nasais para 
fungos filamentosos; 

■ resultados positivos para exame microscopico direto/ 
histopatologia de escarro e lavado broncoalveolar para 
fungos filamentosos ou Cryptococcus spp.; 

■ resultados positivos para antigenos de Aspergillus em 
lavados broncoalveolares, liquido cefalorraquidiano e 
amostras de sangue (> 2); 

■ resultados positivos para antigenos de Cryptococcus no 
sangue; 

■ resultados positivos para elementos fungicos em exame 
microscopico direto/histopatologia de especimens este- 
reis ( Cryptococcus spp. em liquido cefalorraquidiano); 

■ resultados positivos para antigenos de Histoplasma capsu- 
latum no sangue, urina ou liquido cefalorraquidiano; 

■ resultados positivos (= 2) de cultura de urina para leve- 
duras na ausencia de cateter urinario; 

■ elementos de Candida spp. em urina, tambem na ausen¬ 
cia de cateter urinario; 

■ resultados positivos para Candida spp. em hemocultura. 

Recentemente, o Clinical Laboratory Standard Institute 
(CLSI/USA) publicou o documento M54-A que representa 
um guia orientativo para o estudo micologico da amostra 
clinica, no que se refere ao exame direto, a histopatologia e 
ao isolamento fungico em cultura. Parametros de controle de 
qualidade e criterios interpretativos dos resultados tambem 
estao disponiveis nesse protocolo. Em decorrencia da enorme 
quantidade de organismos fungicos (3,5 a 5 milhoes de espe- 
cies) e da grande complexidade dos pacientes imunocompro- 
metidos, a utilizagao de protocolos micologicos padronizados 


fornece diagnosticos laboratoriais mais precisos, o que con- 
tribui para a redugao de condutas clinicas inadequadas. 

Pela precocidade e rapidez do diagnostico, as tecnicas de 
avalia^ao por imagem e as tecnicas de detecgao de antigenos 
tern sido cada vez mais valorizadas, sendo colocadas atual- 
mente no mesmo nivel dos criterios microbiologicos, apesar 
de serem metodos indiretos de evidenciagao. As tecnicas de 
detec^ao de acidos nucleicos, contudo, por nao estarem ainda 
padronizadas interlab orator ialmente, podem nao ser conside- 
radas metodos validados de diagnostico. 

Os sinais e sintomas de infecgao fungica invasiva rara- 
mente sao especificos e testes micologicos convencionais, 
com frequencia, nao sao suficientes para o diagnostico. 
Apoiadas nos fatores do hospedeiro, fatores clinicos e fatores 
microbiologicos, foram formuladas tres categorias de proba- 
bilidade de infecgao: provada, provavel e possivel. 

A categoria de provada infecgao e composta por criterios 
que permitem que a infecgao fungica invasiva seja diagnosti- 
cada de maneira definitiva. Desse modo, o mais alto nivel de 
certeza no diagnostico e dado pela determinagao da presenga 
do fungo no tecido. Para alguns agentes, contudo, a detec^ao 
de antigenos tern sido aceita como um criterio de provada in- 
fecgao. Nessa categoria, estao presentes, invariavelmente, fatores 
do hospedeiro, fatores clinicos e fatores microbiologicos. 

As categorias de provavel e possivel infec^ao apresentam 
um conjunto de informagoes suficientes para sugerir uma in- 
fec^ao fungica invasiva e subsidiar o estabelecimento de algu- 
mas formas de terapia antifungica empirica. Pacientes dessas 
categorias sao, frequentemente, febris, a despeito da antibio- 
ticoterapia de largo espectro, e podem ter um foco potencial 
de infec^ao. Para uma infec^ao ser considerada provavel, o 
nivel de consideragao dos criterios e menos profundo, apesar 
dos tres elementos (fatores do hospedeiro, fatores clinicos e 
fatores microbiologicos) estarem presentes. Nessa categoria 
provavel, os fatores microbiologicos tendem a ser mais in- 
consistentes (antigenemia). Em relagao a categoria possivel, 
o criterio associado ao hospedeiro esta presente, mas ha au¬ 
sencia de um dos outros dois fatores, isto e, fatores clinicos 
ou fatores microbiologicos. Particularmente para os fatores 
microbiologicos, estes podem estar ausentes, em decorrencia 
de terem sido negativos ou nao terem sido realizados. Ha uma 
tendencia, entretanto, a se considerar apenas como infec^ao 
possivel aquela condigao em que estao presentes os fatores 
do hospedeiro e os fatores clinicos com evidencias imagino- 
graficas, deixando de ser classificados nessa categoria os casos 
onde, mesmo havendo a presen^a de fatores clinicos, estes 
ocorrem sem o diagnostico por imagem. Alem disso, tern sido 
tambem menos aceito como infecgao possivel a condigao cli¬ 
nica constituida apenas pelos fatores do hospedeiro e pelos 
fatores microbiologicos. 

■ ADIASPIROMICOSE (HAPLOMICOSE) 

Etiologia e epidemiologia 

Adiaspiromicose e tipicamente uma infec^ao pulmonar 
decorrente da inalagao de esporos assexuados de Emmonsia 
sp. A doenga e mais comum em animais do que em seres 
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humanos, sendo ocasional nestes ultimos. As especies fungi¬ 
cas Emmonsia crescens e Emmonsia parva sao consideradas os 
unicos agentes etiologicos dessa enfermidade. Apesar das duas 
especies causarem doenga animal, apenas E. crescens determina 
doen^a humana. Em sua fase saprobia, Emmonsia spp. apresen- 
ta um aspecto filamentoso com hifas hialinas e septadas e com 
a produgao de numerosos conidios hialinos, esfericos e de pe- 
quenas dimensoes (3 a 3,5 pm), denominados aleuroconidios. 
Os aleuroconidios, ao serem inalados e atingirem a intimidade 
do parenquima pulmonar, aumentam de forma consideravel 
seu tamanho, passando a serem chamados de adiasporos. Essas 
estruturas sao arredondas, de paredes espessas (10 a 70 pm), 
sem conteudo citoplasmatico; medem cerca de 10 a 500 pm 
de diametro. Com base no tamanho dessas estruturas, pode- 
se fazer a distingao entre E. crescens e E. parva, pois, enquan- 
to os adiasporos de E. crescens medem de 50 a 500 pm, os 
de E. parva medem de 10 a 40 pm. A despeito da alteragao 
no tamanho, em fun^ao da elevada temperatura tecidual, os 
adiasporos nao germinam e nao se reproduzem, bem como 
nao se disseminam a focos alhures, ficando localizados no si- 
tio de implanta^ao pulmonar. Esse tipo de crescimento tern 
sido demonstrado tanto in vivo quanto in vitro. Em fungao 
dessa carateristica, os nomes adiaspiromicose e adiasporo, 
que vem do grego Adia, conecta a ideia de “aumento sem 
multiplica^ao”. Alem dos esporos assexuados, Emmonsia sp. 
pode, ainda, se reproduzir sexuadamente, originando ascos 
com ascosporos. O estagio sexual desse fungo tern sido des- 
crito como Ajellomyces. O genero Ajellomyces e membro da 
ordem Onygenales e da familia Onygenaceae, que contem, 
igualmente, o estagio sexual do Blastomyces dermatitides e do 
Histoplasma capsulatum, o que revela uma ligagao filogenetica 
estreita com os fungos dimorficos. 

O habitat natural desse fungo e o solo, bem como pa- 
rece ser essa a principal fonte de infec^ao. A distribuigao da 
adiaspiromicose animal e humana tern carater cosmopolita, 
sendo encontrada em areas deserticas, tropicais e semiarti- 
cas, incluindo paises da America do Norte e America Latina, 
como Estados Unidos, Guatemala, Honduras, Venezuela e 
Brasil; da Europa, como Franga, Republica Tcheca e Russia; 
da Oceania, como Australia; e da Africa e Asia, como Que- 
nia e India. Claramente, a doen^a animal e preponderante. 
Os animais mais acometidos sao aqueles que fazem tocas ou 
ninhos no solo. A enfermidade e muito comum em roedores 
(esquilos, coelhos, ratos, camundongos), marsupiais (gambas), 
edentados (tatus, tamaduas), topeiras, doninhas, lontras e pe- 
quenos carnivoros e insetivoros. A inalagao de aleuroconidios 
e a principal via de infecgao tanto para animais quanto para 
o homem. Contudo, tern sido relatado que o contato com 
aguas contaminadas de areas endemicas pode redundar em 
infecgao de mucosas. Os animais carnivoros ou necrofagos 
(urubus e abutres), contudo, parecem desempenhar tambem 
um papel importante na disseminagao dos adiasporos conti- 
dos nos tecidos dos animais infectados que lhes servem de ali- 
mento, pois essas estruturas sobrevivem a passagem pelo trato 
gastrintestinal, chegando viaveis no solo, por meio das fezes, 
dando inicio, dessa forma, a um novo ciclo saprobio, com a 


produgao de micelio e conidios. Outra situagao que contri- 
bui para a disseminagao fungica nos ambientes e a morte dos 
animais infectados e doentes que, entrando em processo de 
decomposi^ao, permite que a fase micelial fungica se desen- 
volva no solo circundante. Relativamente a doenga humana, 
essa e principalmente pulmonar, mas infec^oes oculares, cuta- 
neas e disseminadas tern sido descritas. A forma pulmonar e 
autolimitada, benigna e localizada, com pouco ou nenhum 
sintoma. A gravidade da infec^ao, todavia, e dependente da 
quantidade de elementos fungicos inalados. Em termos ocu- 
pacionais, Pescadores, nadadores, fazendeiros, profissionais de 
limpeza e militares tern sido considerados os mais afetados, 
por entrarem em contato com poeira ou agua contaminada 
de locais como silos, celeiros e galpoes, regioes de manobras 
militares, rios e lagos. Os fatores predisponentes sao todos 
aqueles associados ao comprometimento da imunidade e a 
ocorrencia de doengas pulmonares cronicas como patologias 
de base. 

Clinica e patologia 

Normalmente, restritos aos pulmoes, os esporos inalados 
nao se deslocam, duplicam ou espalham, mas aumentam de 
tamanho cerca de 100 vezes ou de volume na ordem de 10 4 
vezes. As lesoes sao observadas nos espagos endobronquiais e 
alveolares. Por causa das caracteristicas do esporo nos tecidos, 
a clinica e a mortalidade da adiaspiromicose depende quase 
exclusivamente do grau de exposigao aos elementos fungicos. 
Em geral, ha uma pequena rea^ao celular com infiltrado in- 
flamatorio em tor no do adiasporo em desenvolvimento. No 
caso de exposigao intensa, podem ser formados granulomas 
localizados. A ocorrencia de infec^ao assintomatica e o mais 
comum. Nao obstante a doenga ser autolimitada e benigna, 
alguns pacientes apresentam um inicio indolente, com tosse 
nao produtiva, febre, perda de peso, fraqueza, astenia, mal- 
-estar geral, dispneia e creptagao a auscultagao. Tern sido re- 
latada, ainda, dor a respiragao, hemoptise, calafrios e suores 
noturnos. A radiografia e a tomografia computadorizada de 
torax exibem multiplos nodulos com milimetros de diametro, 
semelhante a uma tuberculose miliar. A infec^ao tern um cur- 
so progressivo sobre semanas e meses. A progressao pode levar 
a morte. Ha relatos, entretanto, de cura espontanea. A adias¬ 
piromicose pulmonar tern como facilitadores: tuberculose, 
silicose, linfoma, neoplasia de bexiga, metastases neoplasicas, 
bronquite cronica, enfisema dependente de esteroides, fibrose 
intersticial, enfarte do miocardio, miocardite cronica e aneu- 
risma aterosclerotico. A forma sistemica pode estar associada 
a doenga de pele, ossos e medula ossea, osteomielite, sinusite, 
conjuntivite e endocardite. Entretanto, o acometimento ex- 
trapulmonar e pouco comum. 

Tern sido relatada uma infec^ao rara, causada por outra 
especie de Emmonsia : a Emmonsia pasteurina, caracterizada por 
um quadro pulmonar, conjuntivite e forma disseminada. Essa 
enfermidade tern carater oportunista, acomentendo princi¬ 
palmente pacientes com Aids, com contagens de CD+ <100 
celulas/mm 3 . As manifestagoes clinicas incluem sudorese, fe¬ 
bre, perda de peso, linfoadenopatia e hepatoesplenomegalia. 
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Lesoes de pele sao comuns a todos os pacientes e se carac- 
terizam por apresentar um aspecto papulo-crostoso, ulceras 
e verrugas na regiao da face, no tronco e nas extremidades. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame direto e histopatologia: o diagnostico de 
adiaspiromicose e geralmente realizado pela observagao 
tecidual dos adiasporos, a partir de biopsias pulmona- 
res. Em preparagoes histopatologicas com hematoxi- 
lina e eosina (HE), acido periodico de Schiff (PAS) e 
Gromori-Grocott (prata), se observam celulas ovaladas 
ou elongadas, de paredes espessas, grandes (ate 500 pm), 
com perda de conteudo citoplasmatico ou com um 
aspecto granular. A utiliza^ao de hematoxilina e eosina 
(HE) permite a visualizagao do processo inflamatorio 
e do granuloma onde se encontram os adiasporos 
circundados por neutrofilos e eosonofilos. E importante 
diferenciar as esferulas jovens de Coccidioides immitis/ 
Coccidioides posadasii e Rhinosporidium seeberii. 

■ Cultura: os isolados fungicos, em sua fase saprobia, po- 
dem ser recuperados em meios micologicos de rotina 
como o agar de Sabouraud dextrosado (SDA) ou o agar 
de batata dextrosado (BDA), ambos sem cicloeximida. Em 
temperatura de 25 °C, surgem, em duas a tres semanas, 
colonias filamentosas, glabras, velutinas, lanosas ou pulve- 
rulentas, esbranquicadas, acinzentadas, amareladas, alaran- 
jadas ou amarronzadas, planas, lisas, aumentadas no centro 
ou radialmente dobradas, com ou sem gotas de exsudato 
e com uma margem glabrosa ou irregular. O reverso da 
colonia e acinzentado ou amarronzado. Na morfologia 
microscopica, observa-se um micelio septado, delgado, 
conidios arredondados, simples ou em pequenas cadeias 
(formagao de conidios secundarios), com espiculas ou ru- 
gosos, que se desenvolvem diretamente das hifas (sesseis) 
ou em ramifica^oes e prolongamentos em angulo reto. 
Quando cultivados a 37 °C, verificam-se os adiasporos 
ovais ou globosos tipicos para cada um dos dois agentes, 
sendo que o adiasporo de E. crescens e 5 a 10 vezes maior 
do que o de E. parva. Importa mencionar ainda que os 
adiasporos de E. parva sao uninucleados e os de E. crescens 
sao multinucleados e que, ao germinar por varios sitios, 
este ultimo produz multiplas hifas, o que lembra leveduras 
multibrotantes de Paracoccidioides brasiliensis. Dependendo 
da especie fungica, ha tambem diferengas frente a resposta 
para temperaturas elevadas. Nesse sentido, E. parva tern 
um maximo de crescimento em torno de 40 °C, enquan- 
to E. crescens , cresce ate 37 °C. Nao tern sido isolado de 
escarros e lavados broncoalveolares. 

Emmonsia parva Ciferri et Montemartini 1959. 

■ Morfologia macroscopica: colonias com cres¬ 
cimento moderado (2,5 a 5 cm/2 semanas/25 °C) 
brancas a castanho-amareladas no centro, delgadas, 
com aspecto de tapete, zoneada ou com ligeira 
ranhuras radiais. O reverso da colonia e creme ou 
bege. Crescem a 20 °C a 25 °C, chegando ate a 
40 °C. Hifas aereas podem se desenvolver em core- 


mios. Os esporos sao do tipo talico ou aleuriosporos, 
mas podem ser do tipo blastico tambem. Os coni- 
dios sao hialinos, fmamente rugosos e subglobo- 
sos (3 a 3,5 pm), sendo produzidos em pequenos 
conidioforos que se ramificam em angulo reto 
ou diretamente na hifa vegetativa, em sua por- 
gao lateral. Esses conidios podem estar isolados 
ou em pequenas cadeias (tres celulas) que surgem 
sobre hastes ampuliformes ou hifas irregularmente 
entumescidas. 

■ Adiasporos: a temperatura de 37 °C, os conidios se 
tornam tumefeitos e as hifas se tornam irregularmente 
distorcidas e dilatadas. As hifas se desintegram a 40 °C 
e os conidios aumentam de tamanho, espessam a 
parede celular (> 2 pm) e se tornam adiasporos 
uninucleados, medindo de 10 a 25 pm de diametro. 

Emmosia crescens Emmons et Jellison 1960. 

■ Morfologia macroscopica: e semelhante a colo¬ 
nia de E. parva. 

■ Morfologia microscopica: seus conidios sao li- 
geiramente maiores (2 a 4 x 2,5 a 4,5 pm) do que 
os da E. crescens, mas sua estrutura micromorfologica 
e fundamentalmente semelhante a da especie cres¬ 
cens. A 37 °C, as hifas tambem se desintegram e seus 
conidios se tornam tumefeitos, transformando-se 
em adiasporos. Esses adiasporos sao multinucleados, 
sendo produzidos em um arranjo radial, a 37 °C (10 
a 12 dias), mas nao a 40 °C. Ao serem incubados a 
25 °C a 30 °C (4 a 8 dias), os adiasporos germinam 
em varios sitios, produzindo diversos pequenos tu- 
bos germinativos ou hifas. Ao retornarem a 37 °C, 
esses tubos germinativos se tornam adiasporos esfe- 
ricos secundarios. 

Diagnostico diferencial 

Para as formas pulmonares, deve-se diferenciar de tuber- 
culose, coccidioidomicose, neoplasia pulmonar, bronquites e 
fibrose. Nas formas oculares, a distingao devera ser procedida 
com conjuntivites virais e bacterianas. As formas cutaneas de- 
vem ser diferenciadas de esporotricose, tuberculose e outras 
infec^oes por micobacterias. 

Prognostico e tratamento 

O prognostico e bom a reservado, em decorrencia da 
situagao clinica do paciente. Curas espontaneas sao, frequen- 
tentemente, descritas. O fungo e sensivel a derivados azolicos 
como cetoconazol, itraconazol, tiabendazol e voriconazol, 
caspofungina e anfotericina B associada com 5-fluorocitosi- 
na. Cirurgias e corticoterapia podem ser necessarias. 

■ ASPERGILOSE 
Etiologia e epidemiologia 

A aspergilose e um importante processo clinico causa- 
do por membros do genero Aspergillus e que, em geral, esta 
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associada com pacientes imunocomprometidos. Atualmen- 
te, cerca de 200 especies sao descritas, todavia, um limita- 
do numero tem sido isolado de casos de micoses humanas. 
Em termos taxonomicos, o Aspergillus sp. pertence ao grupo 
de fungos anamorficos com fase sexuada em Ascomycota. 
A micromorfologia vegetativa e de reprodu^ao assexuada 
e constituida de hifas septadas hialinas, conidioforos com 
vesiculas e fialides (cabe^as aspergilares), conidios e celulas 
de Hiille. Os conidios sao a principal estrutura de propaga- 
£ao e infec^ao. Esses fungos sao de distribuigao universal e 
saprobios de diversos substratos, sendo, principalmente, en- 
contrados sobre material organico em decomposigao, solo, 
ar e agua. 

Em unidades de tratamento intensivo, a presenga de As¬ 
pergillus sp. no ar e, recentemente, na agua de abastecimento, 
tem sido considerada critica. Aspergillus jlavus, A. fumigatus, A. 
nidulans,A. niger e A. terreus sao as especies mais relatadas na 
literatura como agentes de micoses oportunistas. Contudo, 
diferengas na frequencia e nos padroes de infec^ao e sensibi- 
lidade aos antifungicos tem sido descritas. O A.fumigatus e a 
especie mais comum em infec^oes invasivas, estando impli- 
cada em mais de 90% dos casos. No entanto, o A.flavus esta 
mais associado as infec^oes dos seios paranasais. Resistencia 
a anfotericina B e elevadas taxas de mortalidade tem sido 
relacionadas ao A. terreus. O A. nidulans e mais observado em 
complicates da doenga granulomatosa cronica e o A. niger 
e, comumente, encontrado como um contaminante do trato 
gastr intestinal. 

Clinica e patologia 

Os elementos principals de infec^ao sao conidios e 
hifas que atingem a intimidade dos tecidos do hospedeiro 
frequentemente por via respiratoria. A manifestagao clinica 
dos processos patologicos esta condicionada nao so a viru- 
lencia dos fungos, mas fundamentalmente a baixa capacidade 
de defesa do organismo. Na verdade, a aspergilose pode ser 
defmida de maneira generica como um complexo de condi- 
£oes anatomoclinicas no qual esta envolvido o Aspergillus sp. 
Dentre essas diversas entidades clinicas, destacam-se a asper¬ 
gilose saprofitica ou aspergiloma, doenga alergica (aspergilo¬ 
se broncopulmonar alergica e sinusite alergica), aspergilose 
semi-invasiva ou cronica necrosante, aspergilose invasiva das 
vias aereas (traqueobronquite aguda, bronquiolite, broncop- 
neumonia e aspergilose broncopulmonar obstrutiva) e asper¬ 
gilose angioinvasiva. 

Tipicamente, o aspergiloma (bola fungica) e formado 
por um conglomerado ou massa de hifas, muco e debris ce- 
lulares dentro de cavidades pulmonares aeradas, que surgem 
como sequelas de tuberculose, histoplasmose, sarcoidose, cisto 
broncogenico entre outros. Na realidade, nao ha invasao de 
parenquima, e, sim, colonizagao dessas cavidades. Em geral, 
os aspergilomas sao unilaterais e localizados no lobo supe¬ 
rior dos pulmoes, no entanto, envolvimentos bilaterais tem 
sido relatados. A principal manifesta^ao clinica e a hemop- 
tise, todavia, com frequencia, essa condigao e assintomatica. 
Tambem pode ocorrer a colonizagao dos seios paranasais sem 


invasao da mucosa, em pacientes com longa historia de sinu¬ 
site cronica. 

A aspergilose broncopulmonar alergica (ABPA) ocorre, 
frequentemente, em pacientes com historia de asma bron- 
quica. Essa condigao e uma sindrome caracterizada por asma, 
infiltrado pulmonar transiente, bronquiectasia proximal e fi¬ 
brose pulmonar. Sintomas agudos incluem chiado, mal-estar, 
febre, tosse produtiva, dor ao respirar. A aspergilose alergica 
pulmonar cronica pode cursar com pneumonia recorren- 
te. Pacientes com ABPA demonstram proeminente reagao 
de hipersensibilidade dos tipos I e III ao Aspergillus sp. O 
fungo se desenvolve no espago intraluminal, determinando 
a constante produgao de antigenos. Ocorre uma reagao de 
hipersensibilidade do tipo I com liberagao de imunoglobu- 
linas E e G. Celulas da resposta inflamatoria e imunocom- 
plexos sao depositados sobre a parede bronquial, produzindo 
necrose e infiltrado eosinofilico, com destruigao da mucosa 
e bronquiectasia, em uma reagao de tipo III. O aumento da 
produgao de muco e a alteragao da fungao ciliar deteminam 
impacta^oes. Frequentemente, tampoes de muco podem ser 
liberados com a tosse. Por sua vez, a sinusite alergica ocorre 
em individuos atopicos com manifestagoes de rinossinusite 
e, algumas vezes, asma. Essa condigao e caracterizada por um 
processo inflamatorio de natureza alergica, dentro da cavi- 
dade sinusal, com edema, obstrugao e polipose, bem como 
produgao de mucina alergica. Em individuos que apresentam 
alteragoes nos mecanismos de defesa, a sinusite invasiva aguda 
ou cronica pode ser uma importante complica^ao com des- 
truigao ossea e comprometimento de orbita e encefalo. 

A presenga de necrose tecidual e inflamagao granulo¬ 
matosa e observada na aspergilose cronica necrosante. Essa 
forma de aspergilose parece estar relacionada a pacientes com 
moderado grau de imunossupressao. Diabetes melito, doen- 
ga pulmonar obstrutiva cronica, corticoterapia prolongada 
e senilidade sao as principals condi^oes de base. Processos 
necrosantes tambem tem sido descritos, apos a resolu^ao da 
neutropenia. Clinicamente, a doenga tem um carater insidio- 
so, cursando com tosse cronica e produtiva, hemoptise, febre 
e sintomas constitucionais. Da mesma forma, o Aspergillus sp. 
pode causar infecgoes localizadas na traqueia e nos bronquios. 
A aspergilose invasiva de vias aereas e caracterizada pela pre- 
sen^a de lesoes inflamatorias, obstrutivas com atelectasias e 
infiltrados bilaterais no lobo inferior dos pulmoes e invasao 
da membrana bronquial, como tambem produgao de muco. 
Pacientes gravemente neutropenicos, como aqueles submeti- 
dos a transplantes alogenicos e os aideticos compoem a po- 
pulagao de risco. Todavia, individuos com integridade de seu 
sistema imunologico tem sido tambem acometidos. O com¬ 
prometimento tecidual pode estar associado a uma traqueo¬ 
bronquite ou a uma aspergilose pulmonar invasiva. A clinica 
desse processo inclui chiado, tosse, hipoxia, febre e hemoptise. 
A aspergilose angioinvasiva tambem ocorre quase que ex- 
clusivamente em pacientes que se encontram em profunda 
neutropenia. A incidencia dessa infec^ao tem aumentado em 
face de melhorias das tecnicas de suporte e tratamento de 
doen^as neoplasicas solidas e hematologicas, alem dos pro- 
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cedimentos cirurgicos e de transplante. Caracterizam o pro- 
cesso angioinvasivo a invasao do parenquima pulmonar e a 
destruigao e oclusao de arterias de medio e pequeno calibre, 
com infartos e formagao de nodulos hemorragicos e necro- 
ticos. A sintomatologia dessa entidade clinica e variavel, mas 
febre, hemoptise, tosse e dor pleural podem estar presentes. A 
aspergilose disseminada pode ocorrer por via hematogenica 
ou contiguidade. 

Outros processos incluem dermatomicoses, ceratomi- 
coses, onicomicoses e otomicoses e manifestagoes sistemicas 
como endocardites, endofitalmites, osteomielites e infecgoes 
em visceras extrapulmonares (cerebro, estomago, figado, bago 
e rins), proteses e biomateriais. Alem disso, intoxicates ali- 
mentares ou micotoxicoses decorrentes da ingestao de me- 
tabolitos secundarios fungicos (micotoxinas), liberados sobre 
os alimentos, podem ser tambem produzidas por diferentes 
especies de Aspergillus. 

Diagnostico laboratorial 

A determinagao do diagnostico de aspergilose em pa- 
cientes com falhas de seus mecanismos de defesa e dificultada 
porque, frequentemente, a apresentagao clinica e inespecifica 
e os sinais e sintomas sugestivos de infec^ao surgem em um 
estagio avan^ado da doenga. Alem disso, o fungo nem sempre 
e isolado de sangue, fluidos corporais e especimens pulmo- 
nares e testes sorologicos podem ser inconclusivos. Por isso, 
a suspeita clinica associada a fatores de risco e dados epide- 
miologicos sao de grande importancia. Comumente, tecnicas 
mais invasivas de coleta (pun^oes, biopsias e fibrobroncospia) 
e metodos nao culturais de identifica^ao sao necessarios para 
o diagnostico. 

■ Exame direto e histopatologia: elementos hifali- 
cos nos materiais clinicos podem ser visualizados em 
prepara^oes a fresco e com KOH a 10% ou calcofluor 
branco. Hifas septadas e hialinas em arranjos parale- 
los ou radiais e ramificagoes dicotomicas em angulos 
de 45° sao observadas nessa prova. Outros agentes de 
micoses oportunistas, como Fusarium sp., Scedosporium 
sp., Pseudoallescheria boydii e, algumas vezes, Zygomycota, 
podem produzir uma morfologia tecidual semelhan- 
te. A presen^a de conidioforos com vesiculas e fialides 
(cabegas aspergilares) e estruturas hifalicas nas amostras 
respiratorias caraterizam o aspergiloma. As tecnicas 
histopatologicas mais utilizadas para a observa^ao de 
hifas e corpos de frutificagao sao hematoxilina e eosina 
(HE), bem como o acido periodico de Schiff (PAS) e 
Gromori-Grocott (prata) que e insatisfatorio em tecidos 
necrosados. O fenomeno de Splendore-Hoeppli tern 
sido descrito, ocasionalmente, em especimens de pulmao 
e figado. A confirmagao dos achados teciduais e feita 
pela cultura dos especimens clinicos. 

■ Cultura: o isolamento de Aspergillus sp.de especimens 
de pulmao apresenta um elevado valor preditivo positivo 
(82%) naqueles pacientes comprometidos imunologica- 
mente. Contudo, particularmente para esse fungo, a pos- 


sibilidade de contaminagao ambiental ou colonizagao 
dos tecidos deve ser considerada. A significance clinica 
dos resultados micologicos aumenta com o isolamento 
repetido do agente. Nos meios habituais de cultivo, o 
Aspergillus sp. demonstra um rapido e facil crescimento. 
O agar de Sabouraud dextrosado (SDA) ou agar malte 
com antiboticos e sem cicloheximida e normalmente 
empregado para cultura de especimens obtidos de sitios 
contaminados, enquanto os mesmos meios livres de an- 
timicrobianos sao utilizados para especimens estereis. A 
incubagao deve ser feita a 37 °C, por dois a tres dias. Apos 
esse periodo, o desenvolvimento de uma colonia tipi- 
camente algodonosa e detectado. A produ^ao de estru¬ 
turas microscopicas atipicas ou ausencia de esporulagao 
pode ocorrer em cultivos primarios. Para a identificagao 
e caracterizagao dos isolados, os subcultivos devem ser 
procedidos. A taxonomia do Aspergillus sp. esta baseada 
em suas estruturas coloniais e de frutifica^ao. Os aspec- 
tos empregados na defmigao desse grupo incluem a cor 
e forma dos conidioforos, forma da vesicula, numero de 
fialides e morfologia das cabe^as aspergilares, bem como 
cleistotecios, ascosporos, celulas de Hiille e esclerocios. 

Aspergillus (Link) 1809. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimento e 
rapida, atingindo a maturidade em tres dias. Algumas 
especies apresentam um crescimento lento. A super- 
ficie da colonia e, inicialmente, branca, tornando-se 
creme ou bege, verde, azul, rosa, cinza, marrom ou 
negra, dependendo da especie. A textura e velutina ou 
algodonosa. O reverso e branco, amarelo ou marrom. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao septadas 
e ramificados e medem de 2,5 a 8 pm. Os coni¬ 
dioforos sao eretos, nao ramificados, e surgem de 
celulas especializadas na hifa vegetativa, denomina- 
das celulas basais ou podais. A partir de uma intu- 
mescencia na extremidade, os conidioforos formam 
vesiculas esfericas, ovais ou claviformes. As vesiculas 
dao origem a uma ou duas series de celulas coni- 
diogenicas (fialides) que cobrem totalmente ou par- 
cialmente a sua superficie. As celulas conidiogenicas 
sao em forma de frasco e produzem conidios (2 a 
5 pm) hialinos ou pigmentados, globosos e, algumas, 
vezes rugosos. Certas especies produzem esclerocios 
e clestotecios de coloragao clara ou escura. 

■ Fase sexual: Eurotium sp., Neosartorya sp., 
Emericella sp. 

■ Principais Especies: A. flavus, A. fumigatus, A. 
glaucus,A.nidulans,A. niger,A. terreus e A. versicolor. 

Metodos nao culturais: o diagnostico de aspergilose 
invasiva em pacientes neutropenicos pode ser feito pela 
detecgao de galactomanas da parede celular do Aspergillus 
spp. em soro, plasma, urina, lavado broncoalveolar e li- 
quido cerebroespinhal, utilizando-se a tecnologia de 
ELISA-Sandwich (Platela Aspergillus) ou da aglutinagao 
em latex (Pastorex Aspergillus). O limite de detec^ao des- 
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se antigeno no soro pelo metodo do ELISA e de 0,5 
a Ing/mL e sua sensibilidade e especificidade estao em 
torno de 93% e 95%, respectivamente. Empregando o 
mesmo anticorpo, a prova do latex apresenta um limite 
de detecgao de 15ng/mL.A aspergilose invasiva tambem 
pode ser diagnosticada pela detecgao serica de (l-3)-b- 
-D-glucana da parede celular fungica, por meio da ati- 
vagao do fator G de coagulagao de amebocitos Limulus 
(Fungitec G-Test). Essa prova tem mostrado uma sen¬ 
sibilidade de 90% e uma especificidade de 100% em 
pacientes com neoplasias hematologicas. A detecgao de 
DNA de Aspergillus spp. circulante e em lavados bronco- 
alveolares tem sido realizada pela metodologia da PCR 
e suas variagoes (Sistema PCR-ELISA). Alguns estudos 
demonstraram que resultados positivos para aspergilose 
invasiva podem ser obtidos com uma antecedencia de 
ate dois dias dos primeiros sinais e sintomas e de nove 
dias do diagnostico clinico. A sensibilidade e especifi¬ 
cidade da tecnica em especimens de sangue variam de 
80% a 100%, e em especimens pulmonares chegam a 
94%. A confirmagao do diagnostico de aspergiloma pul- 
monar e aspergilose broncopulmonar alergica pode ser 
feita pela detecgao de anticorpos sericos especificos para 
antigenos, como catalase CATI (90kDa), quimiotripsina 
(79kDa), restritocina (18kDa) e galactomanana, pelas 
tecnicas de imunodifusao, contraimunoeletroforese, bem 
como ELISA, radioimunoensaio e imunofluorescencia 
indireta. A aspergilose invasiva, alem do aspergiloma e 
aspergilose pulmonar alergica, pode ser diagnosticada 
precocemente a partir de imagens em tomografia com- 
putadorizada. A presenga do sinal do halo e altamente 
sugestiva de aspergilose invasiva em estagio inicial, em 
pacientes neutropenic os e febris. Outro achado radio- 
grafico que surge mais tardiamente e o sinal do cres- 
cente aereo, tambem fortemente relacionada a infecgao 
invasiva dos pulmoes pelo Aspergillus spp. A observagao 
do sinal do halo e do sinal do crescente aereo pode per- 
mitir o estabelecimento de uma quimioterapia antifun- 
gica empirica e especifica, respectivamente. Segundo a 
literatura, a visualizagao do sinal do halo em tomografia 
computadorizada realizada em pacientes com suspeita 
de aspergilose pulmonar invasiva pode reduzir o tem¬ 
po de diagnostico de sete para um dia, mas o fato do 
sinal do crescente aereo aparecer em fase avangada do 
processo pulmonar limita o seu valor diagnostico. De 
qualquer forma, o surgimento de um sinal do crescente 
aereo subsequente ao sinal do halo e a terapia antifun- 
gica denota recuperagao do numero de neutrofilos e 
um bom prognostico. No entanto, a cavitagao pulmonar 
produzida pela liquefagao tecidual, decorrente da agao 
enzimatica dos polimorofonucleares, pode levar a he- 
moptises fatais. 

Diagnostico diferencial 

A aspergilose pulmonar invasiva aguda deve ser distingui- 

da de outras pneumonias agudas que respondem pobremente 


a antibioticoterapia de largo espectro, como aquelas causa- 
das por outros fungos, Nocardia sp., Legionella sp. e bacterias 
antibiotico-resistentes.Em individuos imunocomprometidos, 
sinusites invasivas devem ser distinguidas de mucoromicoses, 
pseudoallecheriose e infecgao por Pseudomonas aerugino¬ 
sa. Naqueles imunocompetentes, as infecgoes invasivas dos 
seios nasais devem ser distinguidas de carcinomas, mucocele 
e infecgoes por Conidiobolus sp., Alternaria sp., Bipolaris sp. e 
infecgao cronica por Staphylococcus sp. O diagnostico diferen¬ 
cial de aspergiloma pulmonar e aspergilose broncopulmonar 
alergica pode ser feito a partir de provas sorologicas para a 
detecgao de anticorpos (IgE e IgG) para antigenos aspergila- 
res. No caso da doenga alergica, prostragao, ausencia de febre 
e leucose podem estar associadas. 

Prognostico e tratamento 

O prognostico dos processos determinados pelo Asper¬ 
gillus sp. esta associado ao tipo de doenga causada e ao estado 
imunologico do paciente. A aspergilose invasiva em indivi¬ 
duos imunocompetentes tem prognostico reservado, porem, 
em pacientes imuniocomprometidos, a doenga e extrema- 
mente grave, com elevadas taxas de mortalidade (100%). Em 
geral, a apergilose broncopulmonar alergica e o aspergiloma 
sao benignos, mas, ocasionalmente, podem complicar o qua- 
dro. Dependendo do grau de certeza do diagnostico (provada, 
provavel e possivel), a terapia para a aspergilose pulmonar 
invasiva pode ser profilatica, empirica ou especifica. As drogas 
antifungicas disponiveis sao os derivados azolicos (cetocona- 
zol, itraconazol, posaconazol e voriconazol), equinocandinas/ 
pneumocandinas (caspofungina, micafungina, anidulafungi- 
na) e anfotericina B deoxicolato ou suas formulagoes lipidi- 
cas (anfotericina B lipossomal, anfotericina B em complexo 
lipidico, anfotericina B em dispersao coloidal). As formula- 
goes lipidicas dos derivados polienicos estao indicadas para 
aqueles pacientes que apresentam falhas da fungao renal ou 
desenvolvem nefrotoxicidade a anfotericina B deoxicolato. 
Terapias para a reconstituigao imunologica tambem podem 
ser necessarias. A remogao cirurgica da bola fungica e a te¬ 
rapia com azoles sao recomendadas para o aspergiloma. A 
doenga alergica deve ser tratada com corticosteroides na fase 
aguda e drogas azolicas. 

■ BLASTOMICOSE NORTE-AMERICANA 
Etiologia e epidemiologia 

A blastomicose norte-americana e um processo sistemi- 
co que acomete principalmente o pulmao, alem de pele, os- 
sos e articulagoes, aparelho geniturinario e prostata e sistema 
nervoso central. A micose e causada pelo Blatomyces dermati- 
tidis, que e um organismo dimorfico, existindo na natureza 
como um fungo filamentoso de micelio septado e hialino e 
produtor de conidios, e nos tecidos como celulas de levedura 
esfericas, grandes (8 a 15 jum), com paredes espessas e uni- 
brotantes. Esse fungo e um Ascomycota e seu teleomorfo e 
o Ajellomyces dermatitidis. O habitat natural do B. dermatitidis 
parece estar restrito a solos umidos, ricos em materia organica 
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e com pH acido de regioes de clima temperado com elevados 
indices pluviometricos. As areas endemicas mais importan- 
tes estao localizadas na America do Norte, incluindo Estados 
Unidos e Canada. Outras areas relatadas sao Africa, Europa, 
Oriente Medio e Sudeste Asiatico.Tipicamente, os pacientes 
acometidos sao do sexo masculino, com idade entre 30 e 50 
anos, que vivem e trabalham em atividades rurais nas areas 
endemicas. Em pacientes pediatricos, no entanto, a incidencia 
e extremamente baixa. A maioria dos casos de blastomicose 
ocorre em individuos imunocompetentes, porem, a litera- 
tura tern relatado um envolvimento crescente de pacientes 
neutropenicos. A sensibilidade ambiental do B. dermatitidis e 
a escassez de provas sorologicas para a confirmagao de infec- 
goes assintomaticas ou subclinicas, todavia, tern dificultado 
um melhor conhecimento ecoepidemiologico da doenga e 
seu agente. 

Clinica e patologia 

A infec^ao ocorre, normalmente, apos a inalagao ou im- 
plantagao traumatica de conidios e outras estruturas do B. de- 
matitidis no organismo do hospedeiro. A resposta inflamatoria 
a essa infecgao e granulomatosa e supurativa. Calcificagao e 
necrose tecidual nao estao presentes. Lesoes antigas podem se 
apresentar fibrosadas. A blastomicose mostra uma grande va- 
riedade de aspectos clinicos gerais que, na maioria das vezes, 
sao inespecificos e nao contribuem para o diagnostico. Alem 
disso, com muita frequencia, o processo primario dos pul- 
moes e assintomatico. O B. dermatitidis pode causar infec^ao 
virtualmente em qualquer orgao, todavia, as principals formas 
clinicas sao pulmonar, cutanea, ossea, genitourinaria e me- 
ningoencefalica. O processo pulmonar e a manifesta^ao mais 
comum. Normalmente, a doenga cursa como uma pneumo¬ 
nia aguda com febre, calafrios, tosse, expectoragao mucopu- 
rulenta, mialgia, artralgia, anorexia, perda de peso, astenia e 
dor toraxica do tipo pleural. Com frequencia, as infecgoes 
agudas curam de forma espontanea em 2 a 12 semanas, mas, 
algumas vezes, a doen^a pode retornar em outros sitios ou 
passar a uma fase cronica. A blastomicose pulmonar cronica 
apresenta uma persistencia dos sintomas durante o transcor- 
rer dos meses (2 a 6 meses), com tosse e expectoragao puru- 
lenta, febre, suor noturno, astenia, anorexia, perda de peso, dor 
pleural e hemoptise. Essa condi^ao e progressiva, nao tenden- 
do a remissao espontanea. Outros orgaos, como pele, ossos 
e aparelho geniturinario podem ser acometidos de maneira 
secundaria, por disseminates metastasicas.A forma extrapul- 
monar mais frequente e a blastomicose cutanea, que, nor¬ 
malmente, e decorrente de um espalhamento hematogenico 
do fungo. Face, pesco^o, tronco e extremidades sao as areas 
primariamente afetadas. Lesoes verrucosas e ulceradas sao os 
dois principals tipos de lesoes cutaneas observadas. A forma 
verrucosa apresenta um bordo elevado e irregular, com areas 
crostosas e drenantes. As ulceras exibem margem elevada e 
serpiginosa, com um fundo contendo tecido de granulagao e 
exsudato. Placas vegetantes, microabscessos, fistulas e pustulas 
subcutaneas estao tambem presentes. O B. dermatitidis pode 
produzir uma importante doen^a ossea. Vertebras, costelas, 


cranio e metafises dos ossos longos sao as estruturas osseas 
mais frequentemente comprometidas. As manifestagoes cli¬ 
nicas da forma osteoarticular da blastomicose compreendem 
dor local, perda funcional, tumefagao e eritema de tecidos 
moles contiguos, abscessos e fistulas, que eliminam material 
purulento, derrame articular, osteomielites e arterites. Na 
blastomicose das vias genitourinarias, lesoes supuradas po¬ 
dem ser observadas, no homem, em penis, prostata, vesiculas 
seminais, testiculos e bexiga e, na mulher, cervix, endometrio 
e trompas. Meningite e abscessos epidurais e cerebrais sao 
as formas clinicas mais comuns na blastomicose do sistema 
nervoso central. As manifestagoes clinicas de meningoence- 
falite se caracterizam por cefaleia, convulsoes, estupor, coma 
e paresias. Uma si drome de hipertensao intracraneana e sin¬ 
tomas focais sao produzidos pelos abscessos cerebrais. Lesoes 
do sistema nervoso central, normalmente, ocorrem em um 
estagio avangado da infec^ao pelo B. dermatitidis , sendo fre¬ 
quentemente fatais. 

Diagnostico laboratorial 

O diagnostico de blastomicose e feito tanto pela visua- 
lizagao do organismo no tecido ou exsudato quanto pela 
cultura para isolamento e identificagao. Diferentemente de 
outros agentes fungicos, a detec^ao tecidual do B. dermatitidis 
e relativamente facil e seu isolamento nao apresenta maiores 
complicagoes. 

■ Exame direto e histopatologia: elementos leveduri- 
formes (8 al5 pm) esfericos com parede celular dupla e 
refringente, brotamento unico e base de insergao larga 
(4 a 5 pm), entre a celula filha e a celula parental, podem 
ser visualizados em especimens clinicos a fresco ou cla- 
rificados com KOH a 10%. A coloragao pelo calcofluor 
pode ser tambem procedida. As preparagoes cito e his- 
topatologicas empregadas sao Papanicolaou para escarro, 
Gromori-Grocott (prata) e acido periodico de Schiff 
(PAS). Nos cortes histologicos, o B. dermatitidis aparece 
no interior de celulas gigantes ou livre no tecido su- 
purado. O fenomeno de Splendore-Hoeppli pode ser 
observado pela hematoxilia e eosina (HE). A distingao 
tecidual entre B. dermatitidis e Cryptococcus neoformans , 
Histoplasma capsulatum e Paracoccidioides brasiliensis pode 
ser feita pela observagao da base larga de insergao na 
gemulagao e persistencia da uniao entre a celula-mae e 
a gemula. Ocasionalmente, formas atipicas como hifas 
septadas e celulas globosas caternuladas podem ser en- 
contradas no escarro, dificultando o diagnostico. 

■ Cultura: o isolamento de B. dermatitidis de especimes 
clinicos pode ser realizado empregando-se agar infusao 
de cerebro-cora^ao (BHIA) e agar de Sabouraud dex- 
trosado, com ou sem antimicrobianos, dependendo se 
o sitio anatomico e esteril ou naturalmente contamina- 
do, e, ainda, suplementa^ao com sangue. Para amostras 
muito contaminadas, pode ser empregado o agar extrato 
de levedura-fosfato. A incubagao deve ser realizada a 
28 °C a 30 °C, para a obtengao da fase micelial do fun- 
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go. O isolamento primario em fase leveduriforme pode 
ser tentado, mas o meio de cultura nao devera conter 
cloranfenicol e cicloheximida, pois o B. dermatitidis se 
mostra sensivel a esses antimicrobianos a temperatura de 
37 °C. O tempo de incuba^ao varia de 14 a 30 dias, mas 
algumas cepas podem apresentar crescimento em 5 dias. 
A obtengao da fase micelial, em cultura primaria, requer 
a conversao a fase leveduriforme ou prova do exoanti- 
geno, para confirmagao, tendo em vista que essa fase nao 
e tipica e morfologicamente e semelhante a especies do 
genero Chrisosporium. O dimorfismo pode ser demons- 
trado pelo cultivo do B. dermatitidis em agar infusao de 
cerebro-coragao (BHIA) a 37 °C. 

Blastomyces dermatitidis Gilchrist et Stokes, 1898. 

Fase filamentosa: 

■ Morfologia macroscopica: cresce moderada- 
mente em SDA a 30 °C, atingindo 4 a 5 cm em 
2 semanas. As colonias sao, inicialmente, cerosas 
ou umidas (leveduriformes), espiculadas e brancas. 
Colonias maduras desenvolvem micelio aereo, dan- 
do a superficie um aspecto fmamente feltroso ou 
algodonoso, e tornam-se, com o tempo, beges ou 
amarronzadas. O reverso e marrom. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao hialinas, 
septadas, delgadas, medindo 2 jum de diametro. Os 
conidios sao unicelulares, hialinos, globosos a sub- 
globosos ou piriformes (em forma de “badalo de 
sino”). Medem de 2 a 10 jum e se desenvolvem 
individualmente sobre conidioforos pequenos e 
simples que se formam perpendicularmente na hifa 
principal ou diretamente sobre o micelio. Culturas 
antigas produzem clamidosporos globosos, lisos 
e de paredes espessas. A conidiagao do B. dermati¬ 
tidis nao e prontamente diferenciada das de outros 
fungos, por isso, a conversao a fase leveduriforme e 
necessaria para a confirmagao especifica. 

Fase leveduriforme: 

■ Morfologia macroscopica: a 37 °C, as colonias 
sao brancas ou cremes a beges, com uma superficie 
elevada, rugosa, com dobras, umida ou cerosa, gla- 
brosa ou fmamente granular. 

■ Morfologia microscopica: as celulas de levedura 
sao grandes (de 8 a 15 pm, ocasionalmente atin¬ 
gindo 30 pm), de paredes duplas e refringentes, e 
produzem gemulagao simples com base de inser^ao 
larga (4 a 5 pm), entre a celula-mae e a celula-filha. 
Gemulagoes continuas, sem separa^ao dos elemen- 
tos, podem resultar em cachos ou cadeias de celulas. 

Fase sexual: Ajellomyces dermatitidis. 

■ Metodos nao culturais: provas sorologicas podem 
ser utilizadas para demonstrar a presenga de anticor- 
pos circulantes para o B. dermatitidis , no entanto, sao 
de emprego limitado, devido a pobre sensibilidade e 
especificidade e a ocorrencia de reagoes cruzadas com 
Coccidioides immitis /Coccidioides posadasii, Histoplasma 


capsulatum e Paracoccidioides brasiliensis. Por isso, essas 
provas tern sido usadas mais como ferramentas de 
investigagao epidemiologica do que como metodos 
de diagnostico. Fixagao de complemento, imunodifu- 
sao dupla, testes cutaneos com blastomicina e ensaio 
imunoenzimatico sao as provas disponiveis. Alem dis- 
so, radioimunoensaio e imunofluorescencia indireta 
tambem tern sido utilizados no sorodiagnostico de 
blastomicose. Os achados radiograficos de blastomi- 
cose pulmonar sao muito variados, dependentes da 
fase e do tipo de infec^ao e inespecificos. No en¬ 
tanto, a radiografia pulmonar se mostra alterada em 
dois tergos dos casos, revelando infiltrados alveolares 
e nodulares, padrao reticulonodular, efusao pleural e, 
raramente, cavitagoes. A atomografia computadoriza- 
da pode detectar, ainda, anormalidades mediastinais, 
comprometimento osseo e presen^a de abscessos ce¬ 
rebrals na blastomicose extrapulmonar. 

Diagnostico diferencial 

As lesoes cutaneas devem ser diferenciadas de cancer de 
pele (carcinoma de celula basal e carcinoma de celula escamo- 
sa), micose fungoide, coccidoidomicose, histoplasmose, espo- 
rotricose, paracoccidioidomicose, sifilis terciaria, tuberculose e 
leishmaniose. A distingao da blastomicose pulmunar deve ser 
feita com tuberculose, doen^as pulmonares virais, coccidioido- 
micose, histoplasmose, paracoccididomicose, silicose, sarcoido- 
se e neoplasias. A forma osteoarticular deve ser diferenciada de 
actinomicose, tuberculose e coccidioidomicose. 

Prognostico e tratamento 

O prognostico e bom, mesmo para as formas progressivas. 
No entanto, e ruim em pacientes imunocomprometidos. 
Altas taxas de mortalidade sao tambem observadas na doenga 
pulmonar complicada por insuficiencia respiratoria. Com re- 
la^ao ao tratamento, ha consenso na literatura de que todos 
os pacientes com blastomicose pulmonar cronica e extra¬ 
pulmonar devem receber quimioterapia antifungica. Para a 
blastomicose pulmonar aguda, alguns autores advogam que 
nem todas as formas dessa condigao devem ser submetidas 
a terapia com antifungicos. Todavia, a maioria dos estudos 
recomenda a intervengao farmacologica. Anfotericina B em 
sua formulagao tradicional ou formulagoes lipidicas, ceto- 
conazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol sao as drogas 
antifungicas empregadas. Ocasionalmente, podem ser reque- 
ridos tratamentos cirurgicos. 

■ CANDIDIASE 
Etiologia e epidemiologia 

A infec^ao causada por Candida sp. e denominada, 
genericamente, candidiase. O principal agente etiologico e 
a Candida albicans, que e um comensal do trato gastrintesti- 
nal e geniturinario dos seres humanos. Especies nao albicans , 
como Candida amis (multirresistente), Candida dubliniensis, 
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Candida glabrata lato sensu, Candida guilliermondii, Candida ke- 
fyr, Candida krusei, Candida lusitaniae, Candida norvegensis, Can¬ 
dida parapsilosis lato sensu, Candida rugosae Candida tropicalis, 
tem sido, contudo, cada vez mais isoladas de casos de doenga 
humana. Nos tecidos, Candida sp. pode ser visualizada como 
celulas ovaladas com blastosporos e produgao de pseudohifas 
e hifas verdadeiras. Como a morfologia tecidual ou em cul- 
tura e de emprego limitado na identificagao dos agentes, o 
diagnostico laboratorial e feito, fundamentalmente, por testes 
de assimila^ao de carbohidratos e nitrato. Importa mencionar 
que, com os estudos de biologia molecular, a taxonomia das 
especies de Candida vem apresentando algumas alteragoes. 
Particularmente em C. glabrata (lato sensu) e C. parapsilosis (lato 
sensu), evoluiu-se para o entendimento de que essas levedu- 
ras constituem, na verdade, um complexo de especies. Desse 
modo, o complexo C. glabrata seria composto por Candida 
glabrata sensu stricto, Candida bracarensis e Candida nivariensis e 
o complexo C. parapsilosis seria formado por Candida parap¬ 
silosis sensu stricto, Candida orthopsilosis e Candida metapsilosis. 

A Candida spp. e amplamente difundida na natureza, sen- 
do encontrada em associagao com diferentes seres vivos. No 
hospedeiro humano, essas leveduras podem ser recuperadas 
de mucosa oral, em 31% a 55% dos individuos normais, e 
de mucosa do trato genital feminino, em 10% a 20% de mu- 
lheres assintomaticas em idade reprodutiva. As especies mais 
isoladas do trato digestivo sao C. albicans (70% a 80%), C. gla¬ 
brata lato sensu e C. tropicalis (5% a 8%) e, de vulvovaginites, C. 
albicans (90% a 95%) e C. glabrata lato sensu (10% a 15%). Em 
candidiases do trato urinario, a maior incidencia e tambem 
de C. albicans (52%), seguida por C. glabrata lato sensu (16%). 

Dentro das candidiases invasivas, 76% dos isolados sao C. 
albicans, 7% sao C. tropicalis, 2,5% sao C. parapsilosis lato sensu 
e 1% sao C. krusei, C. guilliermondii e C kefyr. Em termos de 
distribuigao nosocomial, Candida spp. e o sexto agente mais 
encontrado no conjunto das unidades hospitalares (7,8%) e o 
quarto mais frequentemente isolado de infec^oes da corren- 
te sanguinea (10,2%), em unidades de tratamento intensivo 
(UTI). Altas taxas de mortalidade bruta (60%) e atribuivel 
(40%), bem como resistencia a antifungicos de uso sistemico 
tem sido tambem associadas as formas invasivas de candidiase. 
A emergencia dessas infecgoes e a ocorrencia de surtos como, 
recentemente, os de Candida amis, uma levedura considera- 
da multirresistente, tendo em vista apresentar, em conjunto, 
baixa sensibilidade as tres principais classes de antifungicos de 
uso clinico (azoles, polienos e candinas) e grande capacidade 
de disseminagao e permanencia nos ambientes medicos, em 
decorrencia do contato com superficies, equipamentos e pes- 
soas contaminadas, reitera e expoe a importancia epidemio- 
logica e em saude publica da doen^a invasiva por Candida spp. 

As manifesta^oes clinicas das candidiases sao extremamen- 
te variadas e qualquer orgao ou tecido do organismo pode 
ser afetado. Essas infecgoes tem forte natureza oportunista e 
podem ser adquiridas de maneira endogena (endomicoses), a 
partir da Candida sp. colonizante, ou exogena, pela veiculagao 
de microrganismos pelas maos dos profissionais de saude e pro- 
dutos biologicos, equipamentos e dispositivos contaminados. 


Clinica e patologia 

As candidiases sao um conjunto de infecgoes que podem 
ser classificadas em superficial (cutaneo-mucosas) e profun- 
das (invasivas). As formas cutaneo-mucosas compreendem as 
candidiases cutaneas, onicomicoses e queratomicoses, candi¬ 
diases orofaringeanas, candidiase mucocutanea cronica e vul¬ 
vovaginites. As candidiases invasivas incluem as candidemias, 
as candidiases disseminadas agudas e cronicas e aquelas lo- 
calizadas em um unico orgao. Membros do genero Candi¬ 
da sao parte integrante da microbiota e sua patogenicidade 
resulta, essencialmente, das alteragoes nos mecanismos de 
defesa do hospedeiro humano. Os principais componentes 
envolvidos na patogenese das candidiases sao a quebra da 
barreira tegumetar, o aumento da colonizagao fungica e o 
comprometimento do sistema imunologico. 

A candidiase cutanea acomete, normalmente, as areas in- 
tertriginosas da pele, como axilas, regiao genital e inguinal, 
area perianal e intergluteos e outras dobras do corpo, produ- 
zindo lesoes exudativas e eritematosas de bordos escamosos 
e irregulares, com pequenas vesiculas e pustulas satelites, que 
se rompem formando uma superficie erodida. Prurido e sen- 
sagao de queimagao estao presentes. Menos frequentemente, 
lesoes papulopustulares e foliculares sao observadas. Espagos 
interdigitais podem apresentar lesoes fissuradas com espes- 
samento esbranquigado da pele e dor. Esse tipo de lesao e 
tambem denominado erosio interdigitalis blastomycetica. Diabe¬ 
tes melito, obesidade, alcoolismo, macera^ao e elevados niveis 
de umidade sao fatores que podem determinar a ocorrencia 
das afec^oes intertriginosas. Lesoes macronodulares cuta¬ 
neas podem ser decorrentes de candidiase disseminada aguda 
com envolvimento renal. A candidiase pelo uso de fralda em 
lactantes afeta, inicialmente, a regiao inguinal, suprapubica 
e glutea. As lesoes se apresentam exudativas e eritematosas, 
com pustulas e vesiculas e bordos com rachaduras. Essas le¬ 
soes sao comumente relacionadas a ma utilizagao de fraldas, 
produzindo uma dermatite irritativa que pode ser invadida 
por Candida sp. proveniente de fezes. A candidiase nodular 
granulomatosa da fralda tem sido tambem descrita nessa 
mesma faixa etaria infantil. Outros processos cutaneos menos 
comuns sao a candidiase cutanea generalizada e a candidiase 
cutanea congenita. 

Unhas e regiao periungueal sao afetadas com frequencia 
por essa levedura. A umidade constante das maos predispoe a 
infec^ao. Duas formas clinicas principais podem ser conside- 
radas, a paroniquia e a onicomicose. Na paroniquia, a regiao 
periungueal se apresenta inflamada, avermelhada, afastada da 
lamina ungueal, com sensibilidade dolorosa e produgao de 
pus. Em sua forma cronica, a lamina ungueal e comprometi- 
da. Normalmente, a onicomicose tem inicio no bordo proxi¬ 
mal ou margem lateral da unha e se caracteriza pela presenga 
de manchas brancas, amareladas, esverdeadas ou negras que 
se espalham por toda a lamina ungueal. A unha se apresenta 
destacada de seu leito, espessada e endurecida com sulcos e 
estrias, mas nao friavel. Candida albicans e C. parapsilosislato 
sensu sao as especies mais isoladas. 
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As candidiases orofaringeanas sao frequentes em pacien- 
tes com disfungoes de celulas T, como aquelas observadas 
nos linfomas e na Aids. Esses processos podem ser facilitados 
tambem por regimes de quimioterapia e radioterapia, que le- 
vam a ocorrencia de mucosites e destruigao de mucosa. O 
uso prolongado de antibioticos contribui, igualmente, para 
o sobrecrescimento de Candida sp. Candida albicans e a espe- 
cie responsavel pela maioria dos casos de candidiase oral e o 
principal sintoma e a formagao de membranas de coloragao 
branca (thrust). Dor, sensagao de queimagao e disfagia po¬ 
dem estar presentes. As formas de candidiase orofaringena sao 
classificadas em candidiase pseudomembranosa aguda, candi¬ 
diase atrofica aguda, candidiase atrofica cronica, candidiase 
hiperplasica cronica e queilite angular. A candidiase pseudo¬ 
membranosa aguda se apresenta como placas esbranquigadas 
pequenas ou confluentes na mucosa gengival, no palato e 
lingua, com superficie eritematosa e hemorragica, facilmente 
destacaveis. As lesoes iniciais podem se espalhar e acometer 
comissura labial, faringe, esofago e traqueia, dificultando a 
deglutigao e a respiragao. A candidiase atrofica cronica esta 
associada ao uso de dentadura e apresenta, como sinais, erite- 
ma, edema e erosao da regiao da mucosa do palato em con- 
tato com a protese. Com frequencia, a queilite angular esta 
presente. 

A candidiase atrofica aguda ocorre, normalmente, pela 
administragao prolongada de antibioticos de largo espectro e 
se caracteriza pelo surgimento de lesoes eritematosas e ero- 
didas na mucosa oral e no dorso da lingua. A intolerancia 
aos alimentos e bebidas e a sensagao de dor sao tipicas dessa 
condigao.A candidiase hiperplasica cronica (leucoplasia oral) 
e constituida por placas translucidas brancas ou opacas densas 
e aderidas, associadas a lesoes de natureza maligna ou pre-ma- 
ligna na mucosa da boca. Fatores predisponentes, como fumo 
e traumatismo tern sido descritos. A queilite angular se carac¬ 
teriza pela presenga de lesoes esbranquigadas, eritematosas e 
rachaduras na comissura labial. Outro processo relacionado a 
candidiase orofaringeana e a antibioticoterapia prolongada e 
a lingua vilosa negra, que se caracteriza por lesoes hipertrofi- 
cas enegrecidas das papilas do dorso da lingua. 

Depois da orofaringe, o esofago e a regiao do trato gas- 
trintestinal mais acometida por infec^oes por Candida spp. A 
prevalencia de candidiases esofagianas teve um consideravel 
aumento devido a pandemia da Aids e, mais recentemente, 
esse aumento e decorrente do numero crescente de pacien- 
tes transplantados, apresentando neoplasias ou gravemente 
imunocomprometidos. Normalmente, a esofagite por Can¬ 
dida sp. cursa com disfagia, odinofagia e dor retroesternal. 
Em alguns casos, dor epigastrica e o sintoma dominante. Na 
grande maioria das vezes, a candidiase esofagiana ocorre de 
maneira independente no tergo distal do esofago, sendo rara- 
mente uma extensao da infec^ao da orofaringe. A candidiase 
de laringe, ao contrario das infec^oes orais e esofagianas, sao 
pouco frequentes e os sintomas associados a essa condigao sao 
estridor, odinofagia e disfagia. 

A candidiase mucocutanea cronica e uma sindrome 
que afeta multiplos sitios superficiais, como mucosa oral, 


pele e unhas, e e decorrente de falhas nos mecanismos de 
defesa dos hospedeiros contra Candida spp., por altera- 
goes geneticas e endocrinas. Disgenesia tunica, disfun^oes 
poliendocrinas, resposta sorologica defeituosa ou fatores 
idiopaticos estao fortemente relacionados a essa entidade 
clinica. Normalmente, a infecgao e resistente a quimioterapia 
antifungica e acomete criangas entre o primeiro e o nono 
ano de vida, mas uma forma adulta tern sido tambem relatada. 
Placas membranosas esbranquigadas na mucosa oral e lesoes 
na comissura labial, frequentemente, sao o inicio do processo. 
Um comprometimento do esofago e da laringe pode estar 
presente. Lesoes elevadas, hiperqueratoticas, granulomatosas 
e vegetantes, que comprometem a pele do couro cabeludo, 
face, tronco e membros, maos e pes, alem de paroniquia e 
invasao da lamina ungueal com descoloragao, intensa distrofia 
e formagao de crostas sao comumente observadas. Uma con- 
digao de ocorrencia pouco frequente e de carater terminal 
e o granuloma por Candida spp. Clinicamente, as lesoes se 
apresentam como papulas vascularizadas, cobertas por cros¬ 
tas de colora^ao amarelada, aderentes e extremamente pro- 
tuberantes, que se localizam no couro cabeludo, face, tronco, 
membros e unhas. Falhas imunologicas de etiologia variada 
predispoem a essa patologia. 

Vulvovaginites podem ocorrer pelo aumento da coloni- 
zagao e invasao da mucosa por Candida spp., devido a fatores 
relacionados a virulencia do proprio patogeno, ao hospedeiro 
(diabetes melito, niveis de estrogenio, reservatorio intestinal, 
transmissao sexual, redugao da resistencia local ou sistemica, 
antibioticoterapia e imunossupressao) e a exposi^ao ambien- 
tal. Clinicamente, o prurido vulvar e o aspecto mais aparente. 
A descarga vaginal amarelada de consistencia fluida a espessa 
pode ser minima ou ausente. Todavia, sensibilidade, irritagao, 
queimagao, dispareunia e disuria sao extremamente comuns. 
Com frequencia, sao descritas placas membranosas de aspecto 
esbranquigado, edema, eritema e fissuras na mucosa vaginal 
e vulvar. Lesoes vesiculo-pustulares, ulceradas, inflamadas e 
pruriginosas podem se estender ao perineo e a regiao in¬ 
guinal. A cronicidade ou recorrencia dessas lesoes sao relatos 
frequentes. Balanites ou balanopostites por Candida spp. se 
caracterizam por apresentar placas esbranquigadas, pustulas, 
eritema e erosoes da mucosa da glande e prepucio. Prurido 
e sensa^ao de ardencia podem ser observados no penis e na 
regiao crural. Normalmente, a infecgao em orgaos genitais 
masculinos esta associada a uma candidiase vaginal. 

A candidiase do trato urinario e um achado relativamen- 
te raro em individuos normais. Todavia, a incidencia de can- 
diduria tern aumentado dramaticamente entre os pacientes 
hospitalizados. A recupera^ao de Candida spp. de amostras 
de urina apresenta-se como um dilema, ja que a ocorrencia 
dessa levedura pode significar apenas colonizagao ou conta- 
minagao, nao necessitando de tratamento. No entanto, pode 
significar tambem infec^ao do trato urinario inferior ou su¬ 
perior, o que requer intervengao. As estrategias para o manejo 
de pacientes com candiduria devem ser baseadas na presenga 
de outros fatores, como anormalidades anatomoclinicas do 
trato geniturinario (obstru^ao do fluxo urinario, tuberculo- 
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se), diabetes, transplante renal e febre. Alem disso, tambem 
devem ser considerados antibioticoterapia, imunossupres- 
sores, radioterapia, sondas urinarias, cateteres endovenosos, 
sexo e senilidade. A infecgao ascendente e a principal rota 
da candidiase do trato urinario, ocorrendo de forma mais 
prevalente em pacientes do sexo feminino. A cateterizagao 
tambem pode permitir a entrada de Candida spp. colonizante 
ou exogena. Em pacientes hospitalizados, que apresentam ca¬ 
teteres, a candiduria assintomatica e uma condigao frequente. 
Processos sintomaticos do trato urinario inferior, apesar de 
menos comum, podem cursar clinicamente com irritagao ve¬ 
sical, disuria, hematuria e sensibilidade suprapubica. Pacientes 
com infec^ao do trato urinario superior podem apresentar 
pielonefrites ascendentes e urosepse. Febre, dor costoverte¬ 
bral e leucocitose estao normalmente presentes. A infec^ao 
ascendente quase sempre ocorre devido a obstrugao urinaria 
e estase, especialmente em pacientes com diabetes ou nefro- 
litiase. A pielonefrite por Candida sp. pode complicar em de- 
correncia de doenga supurativa local, levando a pielonefrose 
e a formagao de abscessos. A principal complicagao, contudo, 
e a bola fungica ureteropelvica, que produz a obstrugao do 
ureter ou da pelve. A infec^ao primaria dos rins ou aquela se¬ 
cundaria a candidiase hematogenica apresenta febre elevada, 
instabilidade hemodinamica e variado quadro de insuficien- 
cia renal. Hemoculturas positivas e a ocorrencia de infecgoes 
oculares e lesoes macronodulares cutaneas podem sugerir 
candidiase disseminada com manifestagao renal. 

As candidiases disseminadas sao, usualmente, definidas 
como infec^oes por Candida spp. em dois ou mais orgaos nao 
contiguos. O grupo de risco compreende recem-nascidos, 
pacientes cirurgicos, pacientes com queimaduras de segundo 
e terceiro graus, pacientes diabeticos, pacientes com cancer, 
pacientes submetidos a transplantes, pacientes com neu¬ 
tropenia grave e pacientes com acesso vascular. A infec^ao 
hematogenica pode acometer, virtualmente, qualquer sitio 
anatomico, produzindo, por isso, diferentes quadros morbi- 
dos. Endoftalmites hematogenicas com comprometimento 
de retina, pneumonia como resultado de aspiragao ou disse- 
mina^ao na corrente sanguinea, infec^oes renais graves com 
necrose papilar e abscessos corticais, peritonites causadas por 
cirurgia abdominal, perfuragao intestinal ou cateter de dialise, 
bem como meningoencefalites, endocardites, hepatites, pan- 
creatites, osteomielites e artrites septicas tern sido descritas na 
candidiase disseminada. O espectro das candidiases dissemi¬ 
nadas inclui tanto uma apresentagao aguda quanto cronica. 

A candidiase aguda e de ocorrencia subita e progressiva, 
e caracterizada por fungemia, febre persistente ou recorrente, 
a despeito de antibioticoterapia, lesoes tegumentares, infec^ao 
de multiplos orgaos, particularmente em rins, cerebro, coragao 
e olhos e choque septico. Pacientes neutropenicos com leu- 
cemia ou linfomas compoem um importante grupo de risco. 
Normalmente, essa condi^ao surge como uma complicagao da 
terapia antineoplasica.Altas taxas de mortalidade tern sido rela- 
tadas pelo fato das hemoculturas serem, usualmente, negativas 
para Candida spp., o que dificulta o estabelecimento do diag¬ 
nostic© e produz atrasos no tratamento. Assim, o envolvimento 


ocular e cutaneo, por estar bem caraterizado na candidiase dis¬ 
seminada aguda, e um importante parametro clinico. 

Por sua vez, a candidiase disseminada cronica ou hepa- 
toesplenica e de curso lento, estendendo-se por muitos meses. 
Tipicamente, o paciente apresenta uma enfermidade hema- 
tologica de base e adquire a infecgao, apos a quimioterapia 
mielossupressora. A candidiase disseminada cronica tern sido 
referida como candidiase hepatoesplenica, pelo fato de as le¬ 
soes primarias serem encontradas no ba^o e no figado; toda- 
via, os aspectos clinicopatologicos desse processo claramente 
indicam que a infecgao envolve diversos orgaos. Abscessos 
profundos no figado, bago, rins e pulmoes tern sido descritos. 
Diferentemente da candidiase aguda, a associagao com fun- 
gemias, falencias multiplas de orgaos e hipotensao sao menos 
frequentes na doenga cronica. A candidiase cronica e estabele- 
cida durante o periodo em que o paciente esta neutropenico 
e torna-se clinicamente percebida na fase de reconstituigao 
imunologica. O paciente continua apresentando febre persis¬ 
tente nao responsiva a antibioticoterapia e desconforto abdo¬ 
minal, mesmo com contagens aumentadas de neutrofilos. As 
lesoes em orgaos internos estao radiologicamente ocultas na 
fase neutropenica, mas passam a ser evidentes nos metodos de 
investigagao por imagem, apos a neutropenia. O isolamento 
de Candida sp. de material de biopsia ou sitios estereis con- 
firma o processo infeccioso. Essa condigao e quase sempre 
limitada a pacientes que se tornaram neutropenicos devido 
a quimioterapia citotoxica, ocorrendo muito raramente em 
pacientes cirurgicos nao neutropenicos. 

Dentre as infec^oes fungicas nosocomiais, as candidemias 
sao preponderates. Candidemias sao definidas como o iso¬ 
lamento de Candida spp. de pelo menos uma hemocultura, 
cujos especimens de sangue foram obtidos de pacientes com 
sinais clinic os de sepse e sem evidencia de comprometimento 
de orgaos internos. Altas taxas de mortalidade bruta (> 50%) 
e atribuida (38%) tern sido descritas para essas infec^oes. Can¬ 
didemias progressivas, que se desenvolvem durante a terapia 
antifungica sistemica, podem apresentar percentuais de mor¬ 
talidade de quase 80%. Os pacientes de risco sao aqueles sub¬ 
metidos a antibioticoterapia, terapia com imunossupressores, 
quimioterapia, radioterapia, dispositivos de acesso, cirurgias 
extensas e transplantes e longos periodos de internagao. O 
papel do trato gastrintestinal, dos cateteres vasculares e dispo¬ 
sitivos medicos diversos, superficies e pessoas como fontes de 
infecgao hospitalar esta bem estabelecido para esses pacientes. 

Processos alergicos dermicos, ocasionados pelos metabo- 
litos extracelulares de Candida spp., tern sido tambem des¬ 
critos. Clinicamente, essas rea^oes de hipersensibilidade sao 
conhecidas como candidides e se caracterizam por apresentar 
lesoes vesiculares assepticas nos espa^os interdigitais das maos 
e outras regioes do corpo. Esses processos sao semelhantes as 
dermatofitides, tanto em sua patogenia quanto em seus aspec¬ 
tos clinicos. Alem disso, exatamente como nas reagoes alergi- 
cas determinadas pelos dermatofitos, as candidides resolvem 
com a cura da infec^ao por Candida spp. Outras sindromes 
cutaneas de natureza alergica, causadas por essa levedura, sao 


716 


Parte 11 



Diagnostico Laboratorial das Infecgoes Fungicas 


urticaria e eczema, asma, gastrite e uveites semelhantes aque- 

las produzidas em histoplasmose. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame microscopico direto e histopatologia: a 

visualiza^ao microscopica dos elementos fungicos teci- 
duais, como celulas de levedura, blastosporos, pseudohi- 
fas e hifas verdadeiras e importante para a caracterizagao 
da infec^ao por Candida spp. A presenga de micelio 
verdadeiro em especimens recentes sugere um estado 
invasivo da levedura, o que permite a separagao com 
as Candida spp. contaminantes. As lesoes cutaneas, mu¬ 
cosas e secregoes podem ser observadas em montagens 
microscopicas em salina, KOH 20% a 40% ou Gram. 
Giensa ou Wright podem ser empregados para a de- 
monstragao do fungo em amostras de sangue. A urinalise 
pode ser inconlusiva, ja que a presenga de Candida spp. 
pode representar contaminagao, colonizagao ou infec- 
gao. Entretanto, contagens de colonias superiores a 10 4 
ufc/mL, em ausencia de cateter urinario, pode denotar 
processo infeccioso. Alem disso, a piuria observada pode 
nao estar associada a infecgao por Candida spp. e ser de- 
corrente de injurias produzidas pelo cateter urinario e/ 
ou ser resultado de bacteriuria concomitante. Para a evi- 
denciagao da invasao tecidual por Candida spp., podem 
ser utilizados hematoxilina e eosina (HE) ou Gram e/ 
ou coloragoes histopatologicas mais efetivas como acido 
periodico de Schiff (PAS), Gromori-Grocott (prata) ou 
Gridley. Estruturas leveduriformes arredondadas, blastos¬ 
poros ou gemulas, clamidosporos, pseudohifas e micelio 
verdadeiro, bem como celulas epiteliais, polimorfonu- 
cleares, linfocitos, granulomas, microabscessos e material 
necrotico podem ser detectados no exame histologico 
das lesoes. No paciente imunocomprometido, contudo, a 
rea^ao celular pode ser minima. 

■ Cultura e provas bioquimicas: o isolamento prima- 
rio de Candida spp. pode ser realizado utilizando-se agar 
de Sabouraud dextrosado (SDA) ou agar de Sabouraud 
dextrosado, acrescido de cloranfenicol ou cloranfenicol 
e cicloheximida (Mycosel), quando as amostras clinicas 
forem obtidas de sitios nao estereis. Candida glabrata lato 
sensu, C. krusei, C. parapsilosis lato sensu e C. tropicalis po¬ 
dem ser, todavia, sensiveis a cicloheximida. Mesmo apre- 
sentando baixa sensibilidade (< 50%), as hemoculturas 
sao importantes fontes para o isolamento de Candida 
spp. de processos invasivos. Sistemas manuais ou automa- 
tizados como agar infusao de cerebro-coragao bifasico 
(BHIA-bifasico) ou lise-centrifugagao podem ser em¬ 
pregados. A incubagao das culturas pode ser procedida 
a temperatura de 25 °C a 30 °C ou a temperatura de 
37 °C. Apos 24 a 72 horas, uma colonia esbranquigada, 
pastosa e de aspecto cerebriforme a rugoso pode estar 
presente. A estrutura micromorfologica e constituida por 
celulas de levedura ovaladas, blastosporos e pseudohifas 


semelhantes aqueles elementos observados nos tecidos. 
A identifica^ao das especies de Candida pode ser feita 
a partir de provas morfologicas e provas bioquimicas e 
diferenciais (Quadro 63.1). A Candida albicans pode ser 
identificada pela produgao de tubo germinativo em 
soro sanguineo animal ou humano ou agua peptona- 
da, a temperatura de 37 °C, por ate 3 horas (o ideal sao 
2 horas), e/ou pela produgao de clamidosporos, em agar 
milho com tween 80, a temperatura de 30 °C, por 24 a 
48 horas. Resultados negativos nessas provas conduzem a 
identificacao bioquimica e enzimatica dos isolados clini- 
cos. Essas provas bioquimicas estao baseadas na assimila- 
gao e fermentagao de carboidratos e assimilacao nitrato. 
Comercialmente, estao disponiveis metodos manuais e 
sistemas automatizados ou semiautomatizados. Dentre 
esses, podem ser utilizados o Auxacolor (Bio-Rad), API 
20C AUX (bioMerieux), Sistema VITEK (bioMerieux) e 
MicroScan (Dade Behring). O isolamento e a identificacao 
de Candida spp. pode ser tambem procedido por meio de 
meios cromogenicos. A detecgao de atividade enzimatica, 
a partir da hidrolise de substratos que produzem cor em 
presenga de um indicador, e o fundamento dessas provas. 
O CHROMagar -Candida (bioMerieux), que permite 
a identificagao de especies de interesse medico, como C. 
albicans (verde), C. glabrata lato sensu (violeta), C. krusei (rosa/ 
rugosa) e C. tropicalis (azul petroleo) e um dos sistemas mais 
difundidos. Outros sistemas enzimaticos podem utilizar 
substratos fluorogenicos, como o Bacti-Card Candida. A 
descri^ao de alguns agentes e feita a seguir. 

Candida albicans (Robin) BerKhout, 1923. 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
alcangando a maturidade em tres dias. As colonias 
sao brancas a creme, lisas, macias, cerosas, brilhantes 
e pastosas, tornando-se rugosas. 

■ Morfologia microscopica: em agar cornmeal 
- tween 80, a 30 °C, as colonias sao compostas 
por pequenas celulas globosas (5 a 7 pm), ovais a 
alongadas (6 a 4 x 6 a 10 pm). Alguns isolados, fre- 
quentemente, produzem celulas globosas grandes 
com pequenos e uniformes brotos multipolares. 
As celulas de levedura podem sofrer tres processos 
morfologicos diferentes: formagao de blastosporos 
(brotos ou gemulas), formagao de pseudohifas e hi¬ 
fas e formagao de tubo germinativo. Os fatores que 
favorecem a formagao dessas estruturas estao rela- 
cionados ao pH, a composicao quimica do meio, ao 
tamanho do inoculo e a temperatura de incubagao. 
A 30 °C, pseudomicelio e micelio verdadeiros sao 
formados. Massas ou cachos de blastosporos (4 pm) 
sao formados lateralmente nos pontos de constrigao 
das pseudohifas. Clamidosporos (8 a 12 pm) arre- 
dondados, de paredes espessas e em pares sao for¬ 
mados na extremidade das pseudohifas ou hifas ou, 
ainda, isoladamente em celulas de suporte, ao longo 
do pseudomicelio. A formagao de clamidosporos e 
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Quadro 63.1 Provas fisiologicas de especies de Candida e Saccharomyces de interesse medico. 
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Considerada como Candida albicans quando se identifica Candida stellatoidea. 
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inibida a 37 °C. Em soro sanguineo, agua peptonada 
ou albumina de ovo, a 37 °C, por 2 a 3 horas, tubos 
germinativos sao formados a partir dos blastosporos. 
Isolados que receberam extensiva terapia antifungica 
podem apresentar perda de filamentagao e fermentar 
fracamente os agucares, confundindo o diagnostico. 

Candida glabrata (Anderson) Meyer etYarrow, 1917. 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
alcangando a maturidade em tres dias. As colonias 
sao creme, macias, lisas, lustrosas e umidas. 

■ Morfologia microscopica: em agar cornmeal - 
tween 80, a 30 °C, sao produzidas somente peque- 
nas celulas globosas a ovais (2 a 3 x 4 a 5 pm), com 
simples gemulagoes terminals. Nao ha formagao 
de pseudomicelio. Modernamente, por avaliagoes 
moleculares, C. glabrata (lato sensu) e considerada um 
complexo de especies formado por Candida glabrata 
sensu stricto , Candida bracarensis e Candida nivariensis. 

Candida guilliermondii (Castellanii) Langeron et Guerra, 
1938. 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
atingindo a maturidade em tres dias. As colonias sao 
delgadas, lisas, macias, cerosas, brilhantes, com mar- 
gens bem defmidas e de coloragao branca a creme, 
tornando-se amarelas a rosadas e rugosas. 

■ Morfologia microscopica: em agar cornmeal - 
tween 80, a 30 °C, as celulas sao pequenas ovais a 
alongadas (1,5 a 4,8 x 2 a 15 pm), as pseudohifas 
sao poucas e pequenas, bem ramificadas, e dao ori- 
gem a cachos de blastosporos nos pontos de constri- 
gao, mas hifas verdadeiras nao sao produzidas. 

Candida krusei (Castellani) Ber Khout, 1923. 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
alcangando a maturidade em tres dias. As colonias 
sao creme, lisas, secas e com franjas miceliais. 

■ Morfologia microscopica: em agar cornmeal - 
tween 80, a 30 °C, as celulas sao ovoides, alonga¬ 
das ou cilindricas, medindo 2,6 a 5,6 X 4 a 15 pm. 
Pseudohifas com cachos de blastosporos sao produ¬ 
zidas. Os blastosporos sao alongados, criando uma 
aparencia de “palito de fosforo” ou de “arvore”. 

Candida parapsilosis (Ashford) Langeron etTalice, 1932. 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
alcangando a maturidade em tres dias. As colonias 
sao brancas, macias, lisas e polidas, algumas vezes 
rendilhadas, passando a creme amareladas e rugosas. 

■ Morfolgia microscopica: em agar cornmeal 
- tween 80, a 30 °C, as celulas sao ovais, elipticas 
e alongadas (4,3 x 3 a 9 pm). As pseudohifas sao 
delgadas, curtas, alongadas, curvadas e ramificadas. 
Ocasionalmente, estao presentes grandes elementos 
celulares, chamados de celulas gigantes. Os blastos¬ 
poros sao ovoides a alongados e estao isolados ou 
em cachos, proximos dos pontos de constrigao das 


pseudohifas. Por estudo moleculares, atualmente, C. 
parapsilosis (lato sensu) e considerada um complexo 
constituido por tres especies: Candida parapsilosissen- 
su stricto (Grupo I), Candida orthopsilosis (Grupo II) e 
Candida metapsilosis (Grupo III). 

Candida tropicalis (Castellani) Berkout, 1923. 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
alcangando a maturidade em tres dias. As colonias 
sao brancas a creme, macias, lisas e brilhantes, pas¬ 
sando a reticuladas ou rugosas e, frequentemente, 
com um crescimento micelial. 

■ Morfologia microscopica: em agar cornmeal - 
tween 80, a 30 °C, as celulas sao globosas, ovoides a 
alongadas, medindo de 4 a 7 X 5 a 11 pm. As pseu¬ 
dohifas sao longas e ramificadas, originando blastos¬ 
poros simples ou em cadeias e cachos nos pontos 
de constrigao. Hifas verdadeiras podem ser produ¬ 
zidas. Alguns isolados produzem clamidosporos, 
especialmente em isolamento inicial, globosos ou 
piriformes, na extremidade de pseudohifas ou hifas, 
mas nao sao regularmente produzidos. A C. tropicalis 
pode produzir tubo germinativo no soro, a 37 °C, 
por 2 a 3 horas, todavia, clamidosporos e tubos ger¬ 
minativos nao sao consistentes, sendo perdidos em 
subcultivos. Os clamidosporos diferem daqueles da 
C. albicans por nao apresentarem celulas que os su- 
portam. O tubo germinativo, ao contrario do da C. 
albicans, apresenta um estreitamento ou constrigao 
no ponto de insergao com a celula de levedura. 

■ Metodos nao culturais: a documentagao de uma infec- 
gao invasiva por Candida spp. e obtida por meio de cultura 
positiva de sangue, cultura positiva de orgaos, cavidades e 
fluidos corporais estereis e evidencia clinico-radiologica 
de doenga disseminada. O estabelecimento de um diag¬ 
nostico efetivo e dificultado pelo fato de as manifestagoes 
clinicas de infecgao invasiva serem pouco especificas, os 
procedimentos microbiologicos serem negativos ou de- 
monstrarem tardiamente a presenga do agente causal e as 
tecnicas de biopsia serem comumente inacessiveis. 

Com o problema das falhas no diagnostico das candi¬ 
diases invasivas pelas tecnicas micologicas convencionais, 
a contribuigao de tecnicas nao culturais tern sido avaliada. 
Muitas delas, entretanto, apresentam resultados discrepantes e 
de dificil interpretagao. A baixa sensibilidade e especificidade 
dos testes sorologicos com anticorpos para Candida spp. tern 
restringido a utilizagao dessas provas no imunodiagnostico 
das infecgoes profundas. A detecgao de uma resposta humoral 
em pacientes com candidiase invasiva e de emprego limita- 
do, principalmente porque a colonizagao por Candida spp. 
do trato digestivo ou de outros sitios anatomic os deter mina 
a produgao de anticorpos em individuos sem infecgao. Alem 
disso, pacientes imunocomprometidos podem nao apresentar 
quantidades detectaveis de anticorpos, apesar de demonstra- 
rem a ocorrencia de infecgao por especies de Candida. 
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Diferentemente das provas com anticorpo, a detecgao de 
antigenos circulantes de Candida spp. tem mostrado potencial 
para o diagnostico precoce. A enolase (proteina citoplasma- 
tica 48-kDa) tem sido empregada como um marcador para 
o diagnostico de candidiase invasiva, pois esta presente em 
pacientes com candidemia e nao tem sido detectada em colo- 
nizagao por Candida spp. ou em individuos sem evidencia de 
infec^ao. A b-(l-3)-D-glucana circulante tambem tem sido 
demonstrada em pacientes com candidiase, todavia, resulta- 
dos positivos nao indicam, claramente, qual o agente fungi- 
co envolvido.As mananas sericas sao igualmente marcadores 
antigenicos que podem ser utilizados para o diagnostico de 
infecgao sistemica. Correlates positivas entre mananas de 
Candida spp. circulantes e invasao tecidual tem sido obser- 
vadas. O fato desses marcadores estarem pouco relacionados 
a candidemias transientes ou aquelas dependentes de cateter 
venoso central falam favoravelmente com rela^ao a sua utili- 
za^ao em provas imunologicas. 

O uso do D-arabinol como outro marcador diagnosti¬ 
co para as candidiases invasivas tem sido tambem proposto. 
Candida albicans produz grandes quantidades desse alcool em 
cultura e em tecido animal e humano com infec^ao invasiva. 
Altas concentrates de arabinol no soro sao detectadas em 
pacientes com infecgao, mas nao naqueles com colonizagao. 
Contudo, a determinate das especies de Candida produtoras 
de arabinol in vivo e a padronizagao das metodologias de de- 
tec^ao condicionam a efetiva utilizagao desse marcador. 

Tendo em vista as altas taxas de detec^ao e a acurada ca- 
pacidade de identificagao das especies de Candida nas amos- 
tras clinicas, as tecnicas de Biologia Molecular converteram-se 
em promissores instrumentos de diagnostico de laboratorio 
das candidiases invasivas. Alem da elevada sensibilidade e es- 
pecificidade, essas metodologias de detecgao de DNA fun- 
gico, como o PCR e suas variates, tem demonstrado boa 
correlate com a evolugao clinica e os valores preditivos ne¬ 
gatives em torno de 98% para candidiases disseminadas em 
pacientes neutropenicos. 

Diagnostico diferencial 

Candida spp. podem produzir infec^oes endogenas e 
exogenas, acometendo, de maneira oportunista e inespeci- 
fica, qualquer orgao e sistema. Por isso, o isolamento dessa 
levedura deve vir acompanhado de uma avalia^ao criteriosa 
do contexto clinico do paciente. Manifesta^oes de doen^a, 
detec^ao dos elementos fungicos teciduais e fatores de risco 
compoem os principais parametros a serem analisados para a 
definite do significado clinico de um isolado. 

Prognostico e tratamento 

O prognostico das candidiases e dependente de sua forma 
clinica e das patologias de base. A melhora da condigao cli¬ 
nica dos processos primarios tem reflexo direto na evolugao 
das infectes por Candida sp. Derivados azolicos de uso topi- 
co (econazol, clotrimazol, isoconazol, miconazol, tioconazol) 
e sistemicos (itraconazol, fluconazol, posaconazol, ravuconazol 
e voriconazol), clioquinol, tolciclato, terbinafma, ciclopiro- 


xolamina, amorolfma, candinas (caspofungina, micafungina e 
anidulafungina) nistatina e anfotericina B (tradicional ou for¬ 
mulates lipidicas) e 5-fluorocitosina associada a anfotericina 
B sao empregados na quimioterapia de candidiases superficial 
e profundas. Particularmente, para as candidiases invasivas, em 
pacientes criticos, a terapia de reconstitute imunologica e os 
protocolos de tratamentos antifungicos profilaticos e empiri- 
cos tem sido desenvolvidos. Cirurgias podem ser requeridas. 

■ COCCIDIOIDOMICOSE 
Etiologia e epidemiologia 

A coccidioidomicose e uma infeegao sistemica de natu- 
reza benigna e assintomatica e de rapida resolute. Acomete, 
inicialmente, os pulmoes, porem pode evoluir a um processo 
progressivo e generalizado. Os agentes etiologicos dessa micose 
sao os fungos dimorficos Coccidioides immitis (America do Norte) 
e Coccidioidesposadasii (America do Sul e Brasil), ambos indistin- 
guiveis morfologicamente. Na natureza, o C. immitis /C. posada¬ 
sii apresentam uma morfologia filamentosa com hifas septadas 
hialinas e ramificadas e produgao de artrosporos. A morfologia 
tecidual e constituida por esferulas grandes (20 a 89 pm) com 
paredes espessas e refringentes e contorno duplo, contendo, em 
seu interior, numerosos endosporos (2 a 5 pm) arredondados 
ou poliedricos. Esses fungos sao encontrados em solos arenosos, 
alcalinos, ricos em sais e com vegetagao pobre de regioes semia- 
ridas ou deserticas. As areas endemicas compreendem o sudoeste 
dos Estados Unidos (Sonora Inferior) e determinadas regioes 
da America Central, como Mexico, Guatemala, El Salvador e 
Honduras, e America do Sul, como Venezuela, Colombia, Bo¬ 
livia, Paraguai, Argentina e Brasil (Poligono das Secas). Tipica- 
mente, essas areas se caracterizam por uma estagao de chuvas 
e temperaturas mais amenas, onde o crescimento micelial do 
fungo e favorecido, e uma longa fase de intenso calor e estia- 
gem, que estimula a artrosporulagao e a disseminacao do fungo 
no ambiente. As infectes ocorrem, principalmente, no periodo 
de verao, apos invernos chovosos e ventos fortes. A coccidioi¬ 
domicose grave e disseminada acomete 10 a 20 vezes mais os 
pacientes de cor negra e orientais do que aqueles de cor branca. 
Essa maior suscetibilidade dos individuos parece estar relaciona- 
da ao grupo sanguineo B e ao antigeno de histocompatibilidade 
HLA-A9. Nao ha predominio de idade, contudo, formas graves 
sao frequentemente observadas em pacientes pediatricos e pa¬ 
cientes do sexo masculino, acima de 50 anos. Agricultores, ope- 
rarios e construtores e arqueologos estao mais expostos a doenga. 
A coccidiodimicose animal e tambem bastante comum em areas 
endemicas. Caninos, equinos, roedores e primatas sao os mais 
comprometidos. O isolamento de C. immitis/C. posadasii do solo 
de ninhos de roedores selvagens e de tocas de tatu (nordeste 
brasileiro) tem sido relatado. 

Clinica e patologia 

A infeegao pelo C. immitis/C. posadasii ocorre depois da 
inalacao de grande quantidade de artrosporos infectantes em 
supensao no ar ou, menos frequentemente, apos a inoculagao 
tegumentar. No organismo dos hospedeiros, os artrosporos 
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convertem-se em esferulas com multiplos endosporos, que sao 
liberados para o meio externo pela ruptura da parede da ce- 
lula parental. Todavia, ocasionalmente, elementos hifalicos tem 
sido encontrados em cavidades pulmonares. A reacao celular a 
infec^ao pelo C. immitis/C. posadasii pode ser piogenica, gra- 
nulamatosa ou mista. Inicialmente, a resposta tecidual no foco 
primario da infec^ao e caracterizada pela presen^a de polimor- 
fonucleares (neutrofilos ou eosinofilos); Em seguida, surge um 
infiltrado mononuclear que se mantem durante todo o proces- 
so e onde um granuloma pode ser produzido. Uma infecgao 
subclmica ou de gravidade moderada com rapida resolugao, 
e que confere forte imunidade contra a reinfecgao, e obser- 
vada. Formas cronicas, progressivas ou disseminadas da doen- 
ga podem tambem ocorrer. Na coccidioidomicose pulmonar 
primaria, cerca de 60% dos individuos infectados sao assinto- 
maticos, mas aqueles que desenvolvem sintomas, em geral, apos 
uma a quatro semanas, apresentam uma sindrome gripal com 
febre, dor pleural, tosse, expectoragao purulenta ou sanguino- 
lenta, mal-estar, dor de cabe^a, fadiga, mialgia, suor noturno, 
disfagia e perda de apetite. Alguns pacientes, notadamente os 
do sexo feminino, podem, ainda, desencadear um rash cutaneo 
maculopapular ou eritematoso (eritema multiforme ou nodo- 
so), na regiao do tronco e dos membros, bem com artralgia 
com impotencia funcional e tumefa^ao, em varias articulagoes 
(reumatismo do deserto).A radiografia de torax frequentemen- 
te esta alterada, mostrando minimo infiltrado, nodulos simples 
ou multiplos, linfadenopatia hilar e mediastinal, efusao pleural e 
cavidades de paredes delgadas que fibrosam e calcificam. A bola 
fungica tem sido descrita em lesoes cavitarias. Normalmente, 
a resolugao dos processos esta presente apos tres semanas. No 
entanto, pode haver persistencia de sintomas (oito semanas) e 
agravamento da infec^ao. A coccidoidomicose pulmonar cro- 
nica e caracterizada por um processo benigno com formagao 
de nodulos, cavidades e coccidioidoma, bem como uma doenga 
progressiva que envolve pacientes imunocomprometidos. Esses 
nodulos sao esfericos, densos e medianamente localizados nos 
campos pulmonares. Alem disso, sao assintomaticos e podem 
conter organismos fungicos viaveis, funcionando como focos 
quiescentes. Comumente, as lesoes cavitarias sao unicas, apre¬ 
sentam paredes finas e cursam com tosse seca e hemoptise. Fis¬ 
tulas broncopleurais, pneumotorax e empiema coccidioidal sao 
complicates decorrentes de cavidades pulmonares. Reagoes 
de hipersensibilidade aos antigenos do C. immitis/C. posadasii 
podem dar origem a coccidioidomas, que sao nodulos pulmo¬ 
nares esfericos ou globosos envolvidos por uma grossa parede 
fibrotica e calcifica^ao. Em seu interior, podem ser encontradas 
esferulas ou, algumas vezes, hifas e artrosporos viaveis ou par- 
cialmente inativados e material caseoso. O esvaziamenteo natu¬ 
ral do conteudo dos coccidioidomas pode tambem dar origem 
a cavidades. Desnutri^ao, alcoolismo, idade avangada, doenga 
pulmonar obstrutiva cronica ou imunocomprometimento po¬ 
dem desestabilizar a forma cronica residual, produzindo uma 
coccidioidomicose pulmonar progressiva. Essa condi^ao clinica 
pode se apresentar como uma pneumonia coccidiodica pro¬ 
gressiva, que se desenvolve muito lentamente e cursa com tosse, 
expectoragao mucopurulenta, hemoptise, dispneia, astenia, ano¬ 


rexia e dor toraxica ou, ainda, como uma coccidioidomicose 
miliar, que evolui de forma rapida com febre, mal-estar, aste¬ 
nia e dispneia. Esporadicamente, ha envolvimento do sistema 
nervoso central e morte. O espalhamento hematogenico leva a 
coccidioidomicose disseminada. Formas agudas, subagudas ou 
cronicas e tambem fatais tem sido descritas. Lesoes de pele e 
tecido subcutaneo se apresentam como papulas verrucosas, ul- 
ceras, tratos sinuosos drenantes e abscessos. Comprometimento 
osseo (vertebras, femur, tibia, umero e joelho) pode ocorrer por 
contiguidade e desencadear uma meningoencefalite. Linfono- 
dos, bago, figado e glandula adrenal sao outros sitios anatomicos 
acometidos. Manifestagoes clinicas como peritonites, epididi- 
mites, orquites, prostatites, cistites, laringites, otites e abscessos 
renais sao menos frequentemente descritas. 

Diagnostico laboratorial 

Devido ao elevado risco de infecgao ocupacional, o labo- 
ratorio deve ser informado da suspeita de coccidoidomicose, 
para que o manejo do C. immitis/C. posadasii (classe 3) seja 
feito obedecendo-se a mais estrita norma de biosseguranga. 

■ Exame direto e histopatologia: a detecgao tecidual 
de esferulas de 10 a 80 pm de diametro, paredes espessas 
(2 pm) e com endosporos (2 a 5 pm), no exame micros- 
copico direto com KOH 10% a 30% ou nas secgoes his- 
topatologicas coradas pela hematoxilina e eosina (HE), 
Gromori-Grocott (prata), acido periodico de Schiff 
(PAS) ou Gridley, permite o diagnostico de coccidioi¬ 
domicose. A presenga de massas de hifas e esferulas pode 
ser observada em lesoes pulmonares cavitarias. Polen, 
globulos de gordura, celulas do hospedeiro e elementos 
leveduriformes do B. dermatitidis podem mimetizar es¬ 
ferulas j ovens ou endosporos de C. immitis/C. posadasii 
nos tecidos, quando preparagoes a fresco sao empregadas. 

■ Cultura: O isolamento primario do C. immitis/C. posa¬ 
dasii nao apresenta maiores dificuldades. Esse fungo cres- 
ce bem nos meios de cultivo habitualmente empregados 
no laboratorio de micologia. Podem ser utilizados Agar 
infusao de cerebro-cora^ao (BHIA), agar de Sabouraud 
dextrosado (SDA)/caldo infusao de cerebro-coragao 
(BHI) e agar de Sabouraud dextrosado, acrescidos ou 
nao de antimicrobianos e, preferencialmente, acondicio- 
nados em tubos de ensaio com tampa de rosea. O mate¬ 
rial deve ser incubado a temperatura de 25 a 30 °C por 
ate 4 semanas. Em geral, uma colonia filamentosa esta 
presente em 2 a 7 dias e as estruturas de reprodugao do 
fungo estao formadas em 15 a 20 dias. A micromorfolo- 
gia da fase micelial do C. immitis/C. posadasii e caracteri¬ 
zada pela presenga de hifas septadas, hialinas e ramifica- 
das, com produgao de artrosporos. Esses artrosporos (2 a 
4 X 3 a 6 pm) sao produzidos nas ramificagoes das hifas 
e apresentam um aspecto retangular ou elipsoide e uma 
parede delgada. A esporulagao pode ser estimulada com 
a utilizagao do agar extrato de levedura-glicose. A ob- 
tengao da fase de esferulas nao e usual e a confirmagao 
do diagnostico pode ser feita pela prova do exoantigeno. 
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Coccidioides immitis Rixford et Gilchrist, 1986. 

Fase filamentosa: 

■ Morfologia macroscopica: crescem moderada a 
lentamente, atingindo a maturidade em 10 dias (o 
crescimento ocorre em 3 a 5 dias, mas a produgao 
de artrosporos pode levar de 1 a 2 semanas). O C. 
immitis, em geral, produz colonias com textura e 
pigmenta^ao variaveis. A colonia e, inicialmente, 
umida, glabrosa ou membranosa e de Colorado cin- 
za. Um crescimento aereo branco e formado, dando 
um aspecto flocoso ou algodonoso, velutino, puve- 
rulento ou granular. Com o tempo, o micelio aereo 
torna-se cinza esverdeado, amarelo canela ou mar- 
rom. A superficie da colonia pode ser lisa, rugosa ou 
com zoneamentos e sua margem pode apresentar-se 
com franjas ou lobulada. Um pigmento difusivel 
pode ser evidente em alguns isolados. O reverso da 
colonia varia de branco a laranja ou marrom. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao septadas, 
ramificadas, finas ou moderadamente espessas. A 
conidiagao come^a em 5 a 10 dias, apos iniciado 
o crescimento. Os esporos aparecem em ramifica- 
goes laterais em angulos retos das hifas vegetativas. 
Essas ramificagoes sao altamente septadas, de pa- 
redes espessas e de diametro duas vezes maior do 
que o diametro das hifas principais. Artrosporos 
de paredes espessas sao produzidos ao longo dessas 
ramificagoes, intercalados com celulas tambem de 
paredes espessas, mas sem conteudo citoplasmatico, 
chamadas de disjuntoras. Os artrosporos sao em for¬ 
ma de barril, medem de 2,5 a 4 x 3 a 6 pm e sao 
liberados pela fragmentagao e desarticulagao da hifa. 
Quando liberados, os artrosporos carregam um pe- 
queno fragmento da parede celular dos disjuntores. 
Em alguns isolados, as ramificagoes que dao origem 
aos esporos podem ocorrer em cachos dispostos em 
angulos agudos e apicalmente na hifa, o que da uma 
aparencia de “galhos de arvore”. Nenhum outro 
tipo de esporos, alem dos artrosporos, e produzido. 
Pode ser encontrado o micelio em raquete. 

Fase de esferulas: 

■ Morfologia microscopica: em meio de conver- 
sao a 37 a 40 °C e sob tensao de CO 0 , esferulas ma- 
duras com endosporos sao produzidos em 4 a 5 dias. 
As esferulas sao grandes, arredondadas, de paredes 
espessas, e medem em torno de 15 pm. Os endos¬ 
poros variam de 2 a 5 pm. Importa mencionar que 
o C. posadasii e indistinguivel fenotipicamente do C. 
immitis, tanto em cultura quanto no tecido. 

Metodos nao culturais: o diagnostico e o controle da 
coccidioidomicose podem ser realizados a partir de provas 
sorologicas para a deteccao de anticorpos circulantes no 
sangue e dos liquidos cefalorraquidiano, pericardico, pleural 
e articular. Para o diagnostico e/ou confirmacao do diag¬ 
nostico e prognostico, sao uteis a fixagao do complemento 
e a precipitagao em tubo. A aglutinacao em latex e imuno- 
difusao sao utilizadas como provas de selegao para o diag¬ 


nostico inicial. O teste cutaneo e amplamente utilizado para 
estudos epidemiologicos e somente e de valor diagnostico 
em pacientes com historia de reagao negativa. Antigenos 
tubo-precipitante e fixador de complemento sao os dois 
principais grupos de antigenos utilizados na detecgao de 
anticorpos. Os antigenos empregados sao a coccidioidina 
(fragao estavel e/ou fragao termolabel) produzida a partir 
de filtrados da fase micelial do C. immitis /C .posadasii e a 
esferulina obtida de material citoplasmatico da fase de es¬ 
ferulas. A produgao de IgM (doenga primaria aguda) pode 
ser mensurada pela tecnica de aglutinagao em latex, preci- 
pitagao em tubo, imunodifusao, ensaio imunoenzimatico e 
imunoeletroforese, e a produ^ao de IgG (doenga cronica) 
pela fixagao de complemento. A radiografia de torax pode 
comprovar infiltrados lobulares e segmetares, adenopatia 
hilar, efusao pleural, nodulos, cavitagoes, bronquiectasias 
e calcificagoes. O envolvimento osseo, articular e de teci- 
dos moles adjacentes pode ser delineado pela ressonancia 
magnetica. Abscessos cerebrais, meningites, hidrocefalia 
e obstrugao vascular podem ser avaliadas pela tomografia 
computadorizada e ressonancia magnetica. 

Diagnostico diferencial 

A diferenciagao deve ser feita com infec^oes por Myco¬ 
plasma sp., Chlamydiapsittaci, Mycobacteriumavium-intracelullare, 
Staphylococcus aureus e Pneumocytis jiroveci, tuberculose, sifilis, 
esporotricose, histoplasmose, paracoccidioidomicose, blasto- 
micose norte-americana, criptococose, neoplasias pulmona- 
res, osteomielites e meningites bacterianas e fungicas. 

Prognostico e tratamento 

A coccidioidomicose primaria apresenta um bom prog¬ 
nostico, tendo em vista que a grande maioria dos casos apre¬ 
senta recuperagao. No entanto, e grave nas formas progressivas 
que acometem individuos imunocomprometidos graves e em 
meningoencefalites, pela destrui^ao tecidual e falta de res- 
posta ao tratamento. Aquimioterapia antifungica inclui ceto- 
conazol, fluconazol, itraconazol, posaconazol, voriconazol e 
anfotericina B deoxicolato ou suas formulagoes lipidicas para 
as formas graves. Alem disso, podem ser necessarias terapias 
com corticoesteroides para as formas alergicas e cirurgia para 
os processos residuais benignos. 

■ CRIPTOCOCCOSE 
Etiologia e epidemiologia 

A criptococose e uma infec^ao sistemica de evolugao 
cronica, subaguda e menos frequentemente aguda. Acomete 
individuos imunocompetentes, porem, e mais prevalente em 
individuos com falhas em seus mecanismos de defesa. Formas 
pulmonares, meningoencefalicas ou disseminadas sao as mais 
descritas. Os agentes etiologicos dessa condigao sao as leve- 
duras encapsuladas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gat- 
ti (complexo C. neoformans-C. gatii). A especie C. neoformans 
apresenta duas variedades, a C. neoformans var. neoformans e 
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a C. neoformans var. grubii. O C. gattii nao apresenta, todavia, 
nenhuma variedade. 

Classicamente, esses fungos exibem cinco sorotipos, de- 
nominados A, B, C, D e AD. O sorotipo A (haploide) esta 
relacionado ao C. neoformans var. grubii e o sorotipo D (ha¬ 
ploide) esta associado ao C. neoformans var. neoformans. Os 
sorotipos B e C (haploides) sao encontrados na especie C. 

O sorotipo AD (diploide ou aneuploide) e um hibrido 
intervariedades (C. neoformans vox. grubii x C. neoformans var. 
neoformans). Diferengas na estrutura dos polissacarideos cap- 
sulares determinam naturezas antigenicas especificas e expli- 
cam os tipos sorologicos. Essas diferengas tambem parecem 
condicionar o tipo de sindrome ou manifesta^ao clinica da 
criptococose. A formagao de tumores ou granulomas (cripto- 
cocomas) e a menor resposta a quimioterapia antifungica sao 
tendencias observadas em C. gattii, enquanto a produ^ao de 
lesoes cutaneas esta mais associada ao C. neoformans. 

A fase sexuada ou teleomorfica das especies C. neoformans 
e C. gattii pertence ao Filo Basidiomycota e e conhecida como 
Filobasidiella (F. neoformans/C. neoformans e C. bacillispora/ C. gat¬ 
tii). Esses fungos apresentam dois tipos sexuais ou conjugantes 
(;mating types), representados pelos mating types a e a que regu- 


lam geneticamente a compatibilidade sexual e a reprodugao 
sexuada. Tipicamente, C. neoformans e C. gattii exibem caracte- 
res de sexualidade diferentes entre os individuos. 

Com base em estudos de Biologia Molecular (PCR fin¬ 
gerprinting, RFLP, AFLP e MLST), tern sido determinado, 
ainda, varios genotipos para as especies de Cryptococcus. O 
C. neoformans var. grubii (Sorotipo A) tern sido dividido nos 
tipos moleculares VNI (AFLP1) eVNII (AFLP1A, AFLP1B, 
VNB), C. neoformans var. neoformans (Sorotipo D) no tipo 
VNIV (AFLP2), C. neoformans hibrido intervariedade AD 
no tipoVNIII (AFLP3) e C. gattii (Sorotipos B/C) nos tipos 
VGI (AFLP4/Sorotipo B) ,VGII (AFLP6/Sorotipo B),VGIII 
(AFLP5/Sorotipo C),VGIV (AFLP7/Sorotipo C) eVGIV/ 
VGIIIc (AFLP 10/Sorotipo B). Alem desses, foram determi- 
nados tipos moleculares para os hibridos C. neoformans var. 
neoformans X C. gattii AFLP4/VGI Hibrido (AFLP8/ Hibrido 
DB), C. neoformans vox. grubii x C gattii AFLP4/VGI Hibrido 
(AFLP9/ Hibrido AB) e C. neoformans var. grubii X C gattii 
AFLP6/VGII Hibrido (AFLP11/ Hibrido AB). 

Recentemente, em decorrencia do uso de tecnicas filo- 
geneticas e moleculares, uma nova classificagao para esse ge- 
nero foi proposta (Quadro 63.2). Para C. neoformans var. grubii 


Quadro 63.2 Nomenclatura proposta para o complexo C. neoformans-C. gattii. 


Nome atual 

PCR 

AFLP 

MSLT 

Nome proposto 


Fingerprinting 




Cryptococcus neoformans 

VNI 

AFLP1 

Clado F 

Cryptococcus neoformans sensu 

var. grubii - Sorotipo A 

VNII 

AFLP1AA/NB 

Clado G 

stricto 


VNII 

AFLP1B 

Clado H 


Cryptococcus neoformans 
var. neoformans - Sorotipo D 

VNIV 

AFLP2 

Clado 1 

Cryptococcus deneoformans 

Cryptococcus neoforman 

VNIII 

AFLP3 

- 

Cryptococcus neoforman x 

Hibrido AD 




Cryptococcus deneoformans 

Hibrido AD 

Cryptococcus gattii - Sorotipo B 

VGI 

AFLP4 

Clado D 

Cryptococcus gattii sensu stricto 

Cryptococcus gattii - Sorotipo C 

VGI 11 

AFLP5 

Clado C 

Cryptococcus bacillisporus 

Cryptococcus gattii - Sorotipo B 

VGII 

AFLP6 

Caldo A 

Cryptococcus deuterogattii 

Cryptococcus gattii - Sorotipo C 

VGIV 

AFLP7 

Clado E 

Cryptococcus tetragattii 

Cryptococcus gattii - Sorotipo B 

VGIV/VGIIIc 

AFLP10 

Clado B 

Cryptococcus decagattii 

Cryptococcus neoformans var. 
neoformans x Cryptococcus gattii 
AFLP4A/GI Hibrido DB 

- 

AFLP8 

- 

Cryptococcus deneoformans x 
Cryptococcus gattii hibrido 

Cryptococcus neoformans var. grubii 
x Cryptococcus gattii AFLP4A/GI 
Hibrido AB 

- 

AFLP9 

- 

Cryptococcus neoformans x 
Cryptococcus gattii Hibrido 

Cryptococcus neoformans var. grubii 
x Cryptococcus gattii AFLP6/VGII 
Hibrido AB 

- 

AFLP11 

- 

Cryptococcus neoformans x 
Cryptococcus deuterogattii Hibrido 
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(VNIjVNII) foi proposto o nome C. neoformans stricto sensu; 
para C. neoformans var. neoformans (VNIV) foi proposto C. 
deneoformans; para C. neoformans hibrido AD (VNIII) foi pro¬ 
posto C. neoformans X C. deneoformans hibrido; para C. gattii 
foram propostos os nomes C. gattii sensu stricto (VGI), C. bacil- 
lisporus (VGIIIj, C. deuterogattii (VGII), C. tetragattii (VGIV) e 
C. decagatii (VGIV/VGIIIc); para C. neoformans var. neoformans 
x C gattii AFLP4/VGI Hibrido (AFLP8) foi proposto C. de¬ 
neoformans x C gattii Hibrido; para o C. neoformans var. gru- 
bii X C gattii AFLP4/VGI Hibrido (AFLP9) foi proposto C. 
neoformans x C gattii Hibrido; e para C. neoformans var. 

X C gattii AFLP6/VGII Hibrido (AFLP11) foi proposto C. 
neoformans X C deuterogattii Hibrido. 

Cryptococcus neoformans e de distribuigao mundial, sendo, 
normalmente, encontrado em associa^ao com dejetos de aves 
(principalmente de pombos), solos contaminados com esses 
dejetos, frutas e outros materiais vegetais. Essa associagao 
parece ocorrer pelo fato de a excreta de aves conterem crea- 
tinina, que e utilizada seletivamente como fonte de nitroge- 
nio pelo C. neoformans. O C. gattii esta mais limitado a areas 
tropicais e subtropicais e e encontrado no ambiente associado 
ao Eucalyptus camaldulensis. Na natureza, o reservatorio da fase 
sexuada dessas leveduras parece ser o material vegetal em de- 
composi^ao, mais do que os dejetos de animais. 

A maioria dos isolados clinicos e do sorotipo A, mesmo 
em locais onde C. gattii e preponderate. Apesar do sorotipo D 
ser mais frequente em alguns paises europeus (Alemanha, Di- 
namarca, Suiga e Italia), sua incidencia e extremamente baixa 
em outras regioes do mundo. Com relagao ao sorotipo B, este 
apresenta maior frequencia de isolamento, quando comparado 
ao sorotipo C. Dentre os dois mating type da fase sexuada (a, a), a 
e o mais prevalente, tanto em amostras clinicas quanto naquelas 
ambientais, bem como parece ser mais virulento. 

A exposi^ao dos hospedeiros as leveduras e blastosporos 
de C. neoformans e C. gattii e aos basidiosporos de suas fases 
sexuadas em suspensao no ar e a principal fonte de infec^ao. 
Areas como torres, campanarios e sotaos habitados por aves 
sao criticas para a aquisigao da doenga. A criptococose cau- 
sada pelo C. neoformans ocorre, primariamente, em pacientes 
com Aids, contudo, C. gattii acomete, com mais frequencia, 
aqueles individuos imunocompetentes, sendo um de seus 
principais fatores de risco a terapia maciga com corticoides e 
citostaticos. A maior incidencia de C. neoformans em pacientes 
aideticos parece estar relacionada ao fato de esses individuos 
estarem mais concentrados em areas urbanas e nao em areas 
rurais, onde poderiam ser expostos ao Eucalipto camaldulensis, 
que e o reservatorio de C. gattii. 

Atualmente, com a introdugao da terapia antirretroviral 
de alta potencia (HAART), que reduziu a viremia e elevou 
a contagem de CD4+, melhorando a condigao imunologi- 
ca dos pacientes com Aids, a incidencia de criptococose no 
grupo de pacientes aideticos vem diminuindo de maneira 
consideravel. No entanto, pacientes com neoplasias soli das e 
hematologicas e os transplantados de orgaos e medula ossea 
passaram a ser uma importante populagao de risco. Leuce- 
mias e seus tratamentos e transplantes de figado e rins sao 
alguns dos fatores predisponentes. 


Clinica e patologia 

A inalagao de elementos fungicos do C. neoformans e C. 
gattii pode dar inicio a infecgao. A exposigao ambiental aos 
propagulos dessas leveduras pode levar, dependendo do ta- 
manho do inoculo, da virulencia das cepas e da condigao 
imunologica do hospedeiro, a resolugao da infecgao, ao de- 
senvolvimento de uma infecgao latente (assintomatica) com 
reativagao posterior ou desencadear um processo sintomatico 
cronico ou agudo. Contudo, diferengas clinico-laboratoriais 
entre a criptococose que acomete pacientes infectados pelo 
HIV e aqueles nao infectados sao observadas. Maior envol- 
vimento extrapulmonar e do sistema nervoso central, altas 
taxas de positividade em tinta da China e em hemoculturas 
e menor quantidade de celulas inflamatorias no liquido cefa- 
lorraquidiano sao caracteristicas de pacientes aideticos. 

Normalmente, os mecanismos de defesa dos hospedeiros 
sao efetivos no controle e na prevengao da criptococcose. 
A elevada prevalencia de infecgao assintomatica na popula- 
£ao e a baixa incidencia de criptococose-doenga comprovam 
esse fato. A principal celula efetora contra essas leveduras sao 
os macrofagos. Essas celulas estao relacionadas a fagocitose 
e a inativagao intracelular, bem como a produ^ao de cito- 
cinas pro-inflamatorias. Outras celulas que contribuem para 
a defesa do organismo sao celulas gigantes, neutrofilos, eo- 
sonofilos, celulas natural killer e linfocitos T. A defesa humo¬ 
ral parece, igualmente, colaborar na resposta contra o fungo. 
A opsonizagao torna mais eficiente a fagocitose, aumenta a 
a^ao das celulas natural killer e contribui para a destruigao da 
capsula de polissacarideo. No entanto, o fungo pode apresen- 
tar alguns mecanismos de escape. Uma intensa rea^ao gra- 
nulomatosa e de necrose caseosa podem estar presentes no 
foco infeccioso e a formagao dos granulomas pode permitir 
que o fungo se mantenha viavel dentro da celula fagocitaria 
por longo tempo, em um estado de latencia. Alem disso, a 
infec^ao pode ser ainda favorecida pela modula^ao negativa 
da resposta imunologica do hospedeiro, pelo polissacarideo 
capsular e de sacarideos extracelulares (manitol), melanina e 
prostaglandinas. Essas substancias podem interferir na migra- 
£ao de leucocitos, produgao de citocinas, fagocitose e meta- 
bolismo oxidativo intracelular. 

Esses fungos podem acometer qualquer tecido, produ- 
zindo manifestagoes clinicas de carater variado. O orgao mais 
afetado e o pulmao, contudo, disseminagoes hematogenicas 
podem conduzir a levedura ao cerebro e as meninges. Outros 
sitios de importancia sao pele, prostata e olhos. A infecgao 
pulmonar pode se apresentar subclinica ou mostrar sintomas 
de pneumonia aguda. Pacientes assintomaticos podem exibir 
uma forte colonizagao de sua arvore bronquica pelo C. neo¬ 
formans. Todavia, esse fungo nao e considerado um membro 
da microbiota humana. A existencia de uma doenga pulmo¬ 
nar cronica aumenta o percentual de isolamento do C. neofor¬ 
mans colonizante. Frequentemente, o diagnostico de infec^ao 
pulmonar e secundario ao diagnostico de meningite. Em 
individuos imunocompetentes, a criptococose dos pulmoes 
e um processo indolente cujos principais sintomas sao tos- 
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se produtiva, dor toracica, dispneia, dor de cabe<^a, perda de 
peso e febre. Nos pacientes imunocomprometidos, a infec^ao 
progride mais rapidamente, permanecendo no parenquima 
pulmonar ou se disseminado para o sistema nervoso central. 
Nesses pacientes, os sintomas constitucionais se apresentam 
com maior intensidade. As imagens radiologicas sao inespeci- 
ficas, constituindo-se, comumente, de infiltrados intersticiais 
localizados e nodulos solitarios. A infec^ao meningoencefa- 
lica e, de inicio, indolente, insidiosa ou abrupta, no caso de 
pacientes imunocomprometidos. O sintoma mais frequente 
e a cefaleia difusa, bilateral, severa e intermitente. Sonolen- 
cia, letargia, perda de memoria e confusao mental, irritabili- 
dade, visao dupla, nauseas e vomitos sao tambem descritos. 
Granulomas (criptococomas) abscessos cerebrais, sinais de 
hidrocefalia e hipertensao intracraniana e coma podem ser 
complicates importantes. A pun^ao lombar mostra um li- 
quido cefalorraquidiano claro, hipertenso, com hiperpro- 
teinorraquia, niveis baixos de glicose e cloretos e pleocitose 
com linfocitos. A doen^a pode ser fulminante, se nao houver 
intervengao medica e farmacologica. De qualquer forma, ele- 
vadas taxas de mortalidade estao associadas a meningite pelo 
C. neoformans.A criptococose cutanea pode ser decorrente de 
infec^ao primaria ou disseminagao, o que e mais frequente. 
Tipicamente, as lesoes sao polimorficas, unicas ou multiplas, 
e se apresentam como papulas, pustulas, vesiculas, nodulos, 
abscessos, granulomas, placas, tratos sinuosos, fistulas, ulceras e 
celulites.Tambem sao observadas afecgoes que simulam acne, 
molusco contagioso e herpes. Os sitios mais acometidos sao 
cabe^a, pescogo, tronco e membros. Em individuos imuno- 
competentes, as lesoes sao chancriformes e limitadas, enquan- 
to nos imunocomprometidos sao profundas, progressivas e 
necroticas. A resolugao espontanea e rara e lesoes nao tratadas 
tendem a desenvolver meningoencefalites.Tem sido relatadas 
infec^oes de prostata e pielonefrites em pacientes portadores 
de HIV. Falhas na quimioterapia antifungica e recidivas pare- 
cem estar relacionadas ao fato de a prostata funcionar como 
reservatorio para o C. neoformans. Culturas de urina, com fre- 
quencia, sao positivas nesses pacientes. Uma infec^ao ocular 
(endoftalmite) tambem pode estar presente na criptococose. 
Normalmente, esse processo e secundario a menigoencefa- 
lite ou uma consequencia de disseminates hematogenicas 
de outros sitios. As manifesta^oes clinicas incluem escotomo, 
atrofia do nervo optico, paralisia motora, papiloedema e co- 
riorretinite. A perda de visao e uma sequela dessa condigao. 
Dois mecanismos estao relacionados ao comprometimento 
visual. Um rapido decrescimo da visao pode ser decorren¬ 
te da neurite causada pela infecgao do nervo optico e uma 
lenta diminuigao da capacidade visual pode ser devido ao 
aumento da pressao craniana interna. Queratites ou infecgoes 
por fontes exogenas de C. neoformans podem ocorrer por im- 
planta^ao traumatica ou iatrogenia. Um conjunto de altera- 
tes como criptocococemia, osteomielites (cranio, vertebras, 
costelas, pelve) e artrites, peritonites, miosites, endocardites 
(iatrogenicas ou por disseminates), miocardites e pericardi- 
tes, vasculites e aneurismas, estomatites, gastrenterites e hepa¬ 
tites, lesoes genitais e mastites, lesoes de glandula suprarrenal 


e tiroidites e linfoadenopatias sao tambem observadas na 

criptococose disseminada tanto em pacientes imunocompro¬ 
metidos quanto em imunocompetentes. 

DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

■ Exame microscopico direto e histopatologia: um 

diagnostico presuntivo de criptococose pode ser obtido 
com a visualizagao no tecido de celulas de levedura (5 
a 10 pm) globosas, elipticas ou em forma de limao, ge- 
mulantes e envolvidas por uma capsula de polissacarideo. 
Escarro e pus, bem como especimens encefalicos devem 
ser macerados com KOH 10%. A utilizagao de tinta da 
China permite a pronta observagao da estrutura capsu¬ 
lar em liquido cefalorraquidiano, urina e demais fluidos 
e secretes d° organismo. Um controle positivo com 
KOH 10% ou 20% deve ser feito conjuntamente com 
a tecnica da tinta da China, para diminuir a ocorrencia 
de falso-positivos nessa tecnica, ja que artefatos teciduais 
podem estar presentes e simularem as estruturas de C. 
neoformans/ C. gattii. A histopatologia de especimens de 
biopsia ou autopsia pode ser procedida, empregando o 
mucicarmim de Meyer, que permite a detec^ao da cap- 
sula de C. neoformans /C. gattii. No entanto, outras prepa- 
ragoes de hematoxilia e eosina (HE), Gromori-Grocotti 
(prata) e acido periodico de Schiff (PAS) apenas permi- 
tem a visualizagao da celula de levedura e nao detectam 
claramente a capsula fungica. Espagos vazios em torno 
dos elementos leveduriformes sao observados com essas 
tecnicas. Gram e Giemsa tambem nao sao adequados a 
visualizagao da capsula. Fontana-Masson pode ser uti- 
lizada para a detec^ao de C. neoformans/C. gattii , pois 
produz uma coloragao marrom-avermelhada especifica. 

■ Cultura e provas bioqufmicas: o isolamento pri- 
mario de C. neoformans e C.gattii pode ser conseguido a 
partir da inocula^ao dos especimens em meios de rotina, 
como o agar de Sabouraud dextrosado (SDA), agar in- 
fusao de cerebro-cora^ao (BHIA) e agar sangue suple- 
mentados com cloranfenicol, mas sem cicloheximida, e 
incubados por 25 °C a 30 °C, por 24 a 72 horas. Apos 
esse tempo de incubagao, uma colonia leveduriforme 
de aspecto mucoide e coloragao creme-acinzentada 
esta presente. Celulas de levedura encapsuladas e blas- 
tosporos semelhantes aos elementos fungicos teciduais 
podem ser visualizados pelo exame microscopico direto. 
Hemoculturas devem ser procedidas utilizando o siste¬ 
ma de lise-centrifugagao. Em conjuto com os meios de 
isolamento, deve ser empregado o agar semente de niger 
([agar dopa, agar dopamina e agar acido cafeico) para a 
detec^ao de fenol-oxidase, por meio da produgao de co¬ 
lonies amarronzadas. Os radicais fenolicos presentes no 
meio sao oxidados a melanina, escurecendo as colonias 
brancas. A atividade da urease pode ser confirmada em 
provas como a urease rapida ou a urease rapida-seletiva, 
pela observa^ao da mudanga da cor do meio que passa 
a purpura. Para a determinagao das duas especies, deve 
ser empregado o agar canavanina-glicina-azul de bro- 
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motimol (CGB). Nessa prova, a especie C. gattii utiliza 
a glicina como unica fonte de carbono e e resistente a 
canavanina. Ao desdobrar a glicina, o meio e alcaliniza- 
do e se torna azul. A especie C. neoformans nao utiliza a 
glicina e e sensivel a canavanina; por isso, nao alcaliniza o 
meio, que se mantem com a coloragao original. 

Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin 1901. 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamen- 
te, atingindo a maturidade em tres dias. Em agar 
de Sabouraud dextrosado (SDA) ou agar extrato 
de malte, as colonias sao lisas, planas ou levemente 
elevadas, brilhantes, umidas, mucoides (a quantidade 
de muco esta ligado ao grau de formagao de capsu- 
las) e com bordas lisas. A cor e branca, inicialmente, 
tornando-se bege (aspecto de “leite condensado”). 
Crescem bem a 30 °C e 37 °C. Em agar semente 
de niger, as colonias produzidas em 1 a 5 dias sao 
marrom-escuras. Em agar canavanina-glicina-azul 
de bromotimol (CGB), a especie C. neoformans 
produz colonias de cor branca, e a especie C. gattii, 
colonias de cor azul. 

■ Morfologia microscopical em agar de Sabouraud 
dextrosado (SDA) e agar extrato de malte, a 30 °C, 
a especie C. neoformans produz celulas gemulantes, 
globosas a ovais, e que medem de 2,5 a 10 jum de 
diametro. A especie C. gattii produz celulas gemu¬ 
lantes, ovais ou em forma de limao, que medem 3 
e 5 X 3 a 7 pm, alem de celulas globosas. A 37 °C, 
C. gattii produz celulas mais alongadas. A espessura 
das capsulas, contudo, e variavel. Nem pseudohi- 
fas e micelio verdadeiro sao produzidos em agar 
cornmeal com tween 80. Na reprodu^ao sexuada, 
contudo, ocorre filamentagao para a formagao das 
basidias e dos basidiosporos. 

Metodos nao culturais: a detec^ao de antigeno cap¬ 
sular em liquido cefalorraquidiano e outros liquidos 
organicos (soro sanguineo, urina e lavado broncoal- 
veolar) e um importante apoio no diagnostico de crit- 
ptococose invasiva. Comumente, o antigeno capsular e 
detectado pela tecnica de aglutinagao em latex, que tern 
se mostrado altamente especifica e sensivel (90%). Por 
essa tecnica, 99% das criptococoses meningoencefalicas 
e 67% das criptococoses disseminadas sao rapidamente 
diagnosticadas. Resultados positivos podem ser ofereci- 
dos antes mesmo do isolamento do fungo em cultura. 
Alem do diagnostico, a aglutinagao em latex pode ser 
empregada tambem para o seguimento de pacientes em 
tratamento, permitindo o monitoramento da respos- 
ta clinica ao protocolo antifungico utilizado. Rea^oes 
falso-positivas podem ocorrer com infec^oes dissemina¬ 
das pelo Trichosporon spp. e outros microrganismos. Por 
sua vez, rea^oes falso-negativas podem ser decorrentes 
de infec^ao em estagio inicial, baixo titulo, presenga de 
complexos imunes, efeito prozona e cepas com capsu¬ 
las de pequenas dimensoes. Em geral, os percentuais de 


falso-negativos sao maiores em pacientes imunocompe- 
tentes, tendo em vista que as celulas fungicas estao em 
pequena concentragao nos tecidos afetados. Alem da 
aglutinagao em latex, o ensaio imunoenzimatico com 
anticorpos monoclonais tern sido tambem utilizado para 
a detec^ao de antigeno capsular. Dentre as vantagens 
dessa metodologia estao a rapidez e a especificidade, 
pois nao demonstra reagoes cruzadas com lupus e fator 
reumatoide, observadas no latex, bem como sua possi- 
bilidade de utiliza^ao em urina de paciente com critp- 
tococose meningoencefalica. A detecgao de anticorpos 
circulantes e de limitado valor para o diagnostico ou 
tratamento da critococose invasiva, principalmente em 
pacientes com deficit de sua resposta imunologica. Uma 
variedade de aspectos lesionais podem ser observados na 
radiografia pulmonar. Infiltrados, nodulos, efusao pleu¬ 
ral e linfoadenopatia hilar sao frequentes. Em pacientes 
imunocomprometidos, infiltrados intersticiais difusos 
ou focais, podem ser visualizados efusao pleural e lesoes 
endobronquiais, mas a adenopatia hilar pode nao estar 
presente. Hidrocefalia, nodulos miliares e criptococomas 
simples ou multiplos podem ser detectados por tomo- 
grafia computadorizada. A atrofia cortical pode ser ob- 
servada em pacientes aideticos. Dentre as anormalidades 
meningoenefalicas detectadas por ressonancia magnetica 
podem ser visualizados nodulos leptomeningeais e pa- 
renquimais multiplos. Estudos comparativos tern demos- 
trado que a ressonancia magnetica e mais efetiva na de- 
tecgao de alteragoes do sistema nervoso central do que 
a tomografia computadorizada. Achados radiologicos e 
tomograficos normais nao excluem a possibilidade de 
infecgao no sistema nervoso central. 

Diagnostico diferencial 

A criptococose invasiva Simula neoplasias solidas, apre- 
sentando sinais clinicos de massa tumoral em expansao, prin¬ 
cipalmente quando acomete o sistema nervoso central e os 
pulmoes. Meningites por bacteria ( Actinomyces sp., Brucella 
sp., Listeria sp. e Mycobacterium tuberculosis) , fungos ( Coccidioides 
immitis/Coccidioides posadasii , Histoplasma capsulatum e com- 
plexo Sporothrix schenckii), toxoplasmose e linfoma devem ser 
diferenciados dos processos causados por C. neoformans/C. 
gattii. Lesoes cutaneas podem ser semelhantes ao molusco 
contagioso, carcinoma de celula basal, carcinoma de celula 
escamosa e sarcoidose. Com frequencia, a doenga pulmonar e 
indistinguivel clinica e radiologicamente de outras patologias 
pulmonares. 

Prognostico e tratamento 

O prognostico varia de bom a reservado, em lesoes pul¬ 
monares de pacientes imunologicamente competentes. No 
entanto, o prognostico passa a ruim quando o fungo atinge o 
sistema nervoso central, como consequencia de espalhamen- 
to hematogenico. A doenga disseminada e fatal em pacientes 
debilitados nao tratados. A criptococose cutanea primaria 
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tem bom prognostico, podendo apresentar, inclusive, cura es- 
pontanea, mas aquela decorrente de disseminates a partir 
de focos menigoencefalicos e de mau prognostico. A elevada 
carga parasitaria determinada por metodos micopatologicos 
e sorologicos (> 1:1024) e a baixa resposta inflamatoria (< 20 
celulas/mL) tambem indicam um prognostico ruim. Mor- 
tes ou recidivas estao associadas com resultados positivos em 
tinta da China, baixas contagens de leucocitos, baixos niveis 
de glicose ou niveis anormais durante a terapia com antifun- 
gicos, ausencia de anticorpos anti- Cryptococcus, titulos iniciais 
para antigeno capsular maiores do que 32 e, apos tratamento, 
maiores do que 8 ou, ainda, reduzido decrescimo nos titulos 
durante a quimioterapia antifungica, hipertensao do liquido 
cefalorraquidano, isolamento extraneural de C. neoformans/C. 
gattii e corticoterapia. Do mesmo modo, o status mental e 
neurologico do paciente condiciona o prognostico. Um ou- 
tro importante fator para a o sucesso ou o fracasso da qui¬ 
mioterapia antifungica dos processos meningoencefalicos e o 
controle da doenga de base. O tratamento das infec^oes por 
C. neoformans/C. gattii emprega a quimioterapia antifungica 
com anfotericina B e suas formulates lipidicas, 5-fluoricito- 
sina em associa^ao com a anfotericina B e derivados azolicos 
como miconazol, itraconazol, fluconazol, posaconazol e vo- 
riconazol, monitoramento da pressao intracraniana e terapia 
de reconstituigao imunologica. 

■ CROMOBLASTOMICOSE(CROMOMICOSE) 
Etiologia e epidemiologia 

A cromoblastomicose e uma infecgao cronica do tecido 
cutaneo e subcutaneo de natureza benigna e que acomete 
principalmente membros inferiores, produzindo lesoes tu- 
mefeitas, nodulares e verrucosas. Essa condigao clinica e de¬ 
terminada por diversos fungos da familia Dematiaceae, cuja 
principal caracteristica e a presenga de pigmentos melanoi- 
des na parede celular da hifa. Os agentes mais frequentes sao 
Cladophialophora carrionii, Fonsecaea pedrosoi, Fonsecaea compacta, 
Phialophora verrucosa e Rhinocladiella aquaspersa. Outros pato- 
genos isolados sao Exophiala jeanselmei, Exophiala spinifera e 
Wangiella dermatitides. Apesar da morfologia em cultura ser 
distinta, todas essas especies apresentam o mesmo aspecto 
morfologico (corpusculo muriforme ou corpos fumagoides) 
em tecido. Os fungos da cromoblastomicose sao encontrados 
em solo e vegetais em decomposi^ao, estando amplamente 
distribuidos nos ecossistemas. A doenga tem sido relatada em 
todas as partes do mundo, porem, e mais prevalente em areas 
rurais tropicais e subtropicais da America e Africa. A maioria 
dos casos, ocorre no sexo masculino. Criangas e adolescentes 
sao pouco acometidos, e a faixa etaria mais afetada esta entre 
30 e 50 anos. A transmissao entre pessoas ou animais nao tem 
sido observada. 

Clinica e patologia 

A implantagao traumatica com corpos vulnerantes de 
natureza vegetal parece ser a via de infecgao da doenga. Ao 
serem inoculados no tegumento, os elementos hifalicos dao 


origem a uma estrutura ovalada demacea e septada denomi- 
nada corpusculo muriforme (corpos fumagoides). A presenga 
de pigmentos melanoides na parede celular dessas estruturas 
desempenha um importante papel na patogenese da infecgao, 
pois inibe o mecanismo oxidativo intracelular dos fagocitos. 
Uma resposta granulomatosa e supurativa com neutrofilos, 
eosinofilos, celulas de Langerhans e linfocitos esta presente 
no foco da infec^ao. Normalmente, as lesoes comprometem 
epiderme, derme, tela sub cutanea, vasos linfaticos e raramente 
membranas mucosas. De forma geral, essas lesoes sao uni¬ 
lateral e afetam mais os membros inferiores e pes, porem, 
membros superiores e maos, ombros, pescogo, face e nadegas 
podem ser tambem acometidos. Comumente, lesoes de mem¬ 
bros superiores sao mais eritemato-escamosas e psoriasefor- 
mes, enquanto aquelas encontradas nos membros inferiores 
sao mais exuberantes e supuradas.A disseminagao da doenga 
pode ocorrer por autoinoculagao, contiguidade e por via lin- 
fatica ou hematogenica. Lesoes nodulares ou em placa sao os 
dois principals padroes anatomoclinicos observados. Inicial- 
mente, a lesao em placa e formada por uma papula de Colora¬ 
do violacea a avermelhada ou acinzentada, e de consistencia 
firme e elastica. Com o tempo, a papula inicial progride, for- 
mando placas avermelhadas, elevadas, com centro piano e liso 
ou descamativo e cicatricial e bordas papilomatosa, verrucosa 
e hieperqueratotica, cobertas por uma crosta serohematica. A 
lesao nodular tem inicio como um pequeno nodulo averme- 
lhado, elevado e com pele intacta que, posteriormente, se tor- 
na tumoral e apresenta uma superficie escamosa e verrucosa 
e/ou ulcerada. Essa massa tumoral e proeminente e apresenta 
um aspecto papilomatoso, semelhante a “couve-flor”, cros- 
toso. Tumora^oes multiplas e confluentes frequentemente se 
desenvolvem no tegumento, produzindo grandes lesoes. A in- 
vasao ungueal pode ser decorrente de lesoes podais extensas. 
Podem estar presentes processos secundarios que surgem ao 
longo dos vasos linfaticos e dos linfonodos. Sao raramente 
observadas metastase ossea e de mucosa oral e nasal. O de- 
senvolvimento de carcinoma de celulas escamosas, linfangites 
obliterantes dos membros inferiores e infecgao bacteriana se¬ 
cundaria sao importantes complicates da cromblastomicose. 
Podem ocorrer curas espontaneas com cicatrizagao atrofica e 
alteragao na pigmetagao cutanea ou hipertrofica com retra- 
gao de pele. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame microscopico direto e histopatologia: o 

diagnostico de cromoblastomicose pode ser feito pela 
visualizagao de celulas ovaladas (8 a 12 pm), demaceas, 
asseptadas ou septadas e de paredes espessas (corpusculos 
muriformes/corpos fumagoides) em exame direto dos 
especimens clinicos com KOH a 40%. Hifas demaceas 
e ramificadas (2 a 5 pm) podem tambem ser observadas 
na parte mais superficial das lesoes cutaneas. Corpusculos 
muriformes podem tambem ser observados em se^oes de 
tecido coradas pela hematoxilina e eosina (HE), dentro 
de celulas gigantes ou no espago extracelular. Preparacoes 
com acido periodico de Schiff (PAS) e Gromor-Grocott 
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(prata) permitem uma melhor detec^ao das estruturas 
parasitarias. Como essa morfologia tecidual e a mesma 
para os diferentes agentes, e necessario o isolamento em 
cultura para a identifica^ao das especies. 

■ Cultura: os fungos causadores de cromoblastomicose 
crescem sem maiores dificuldades nos meios de cultu¬ 
ra habitualmente empregados em micologia medica. 
Podem ser utilizados agar de Sabouraud dextrosado su- 
plementado ou nao com cloranfenicol e cicloheximida, 
agar batata dextrosado (BDA) ou agar malte. A incuba- 
gao deve ser feita a temperatura de 25 °C a 30 °C, por 
ate 4 semanas. Normalmente, uma colonia filamentosa 
demacea esta presente em 1 a 3 semanas. 

O estudo taxonomico dos agentes causais (C. carrionii, 
F. pedrosoi, F. comp acta, P. verrucosa e R. aquaspersa) e comple- 
xo, tendo em vista o forte relacionamento filogenetico dessas 
especies. A semelhanga dos aparelhos conidiais e a morfolo¬ 
gia tecidual indistinguivel oferecem certo obstaculo a iden- 
tifica^ao desses fungos. No entanto, tres tipos principals de 
conidia^ao sao encontrados nesse grupo e servem para uma 
identificagao mais geral: tipo Phialophora, tipo Cladosporium e 
tipo Rhincladiella. 

■ Tipo Phialophora: neste tipo existe uma distinta celula 
conidiogenica (fialide), que ocorre terminalmente ou ao 
longo do micelio. Essa estrutura e geralmente em forma 
de frasco e tern uma base arredondada, oval ou alongada, 
um “pescogo” estreito e uma abertura que pode ter um 
conspicuo colarete. Os conidios sao formados na extre- 
midade da celula e ai podem se acumular, dando um 
aspecto de “flores em um vaso”. Esses esporos sao ovais, 
de paredes lisas e nao tern nenhuma cicatriz ou escara 
de liberagao. 

■ Tipo Cladosporium: neste tipo de conidiagao existe 
uma haste simples que serve de conidioforo. Ela e, usual- 
mente, um pouco dilatada em sua por^ao distal. Dois ou 
mais conidios sao formados em sua extremidade. Os co- 
nidios gemulam e formam conidios secundarios em sua 
por^ao distal. A conidiagao continua com a formagao 
de uma longa cadeia. Os conidios liberados formam um 
espessamento ou cicatriz, denominada disjuntor, no lo¬ 
cal de suas conexoes.Todos os conidios irao ter dois ou 
tres disjuntores (quando formados em uma ramificagao), 
exceto o conidio terminal da cadeia de esporos, que ira 
apresentar apenas um. Um conidio com tres disjuntores 
e descrito como conidio em forma de “escudo”. Desse 
modo, e possivel, pelo exame microscopico cuidadoso, 
distinguir o tipo de conidiagao envolvido. Hifas, coni¬ 
dioforos e conidios sao escuros (marrom oliva). 

■ Tipo Rhinocladiella: os conidioforos sao simples e algu- 
mas vezes nao diferenciados da hifa vegetativa. Conidios 
ovais sao produzidos irregularmente no topo e ao longo 
do conidioforo. Esses esporos sao muito simples e nao 
gemulam, contudo, podem ser vistas ocasionalmente, 
cadeias formadas por gemulagao e formas de transigao 
ao tipo Cladosporium. Quando os esporos sao liberados, 


pode ser encontrada uma pequena cicatriz no conidio¬ 
foro e no conidio, em seus sitios de liga^ao. As hifas, os 

conidios e conidioforos sao marrom-esverdeado. 

Fonsecaea pedrosoi (Brumpt) Negroni, 1936. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimento 
e lenta, atingindo a maturidade em 14 dias. A colo¬ 
nia produz uma colora^ao negra, negro-amarronza- 
do, negro-acinzentado ou verde-oliva. A textura e 
velutina a penugenta e a superficie varia de plana 
a “amontoada” ou com dobras. Algumas colonias 
apresentam superficies com areas de zoneamentos 
ou com sulcos radiados e um centro elevado conico 
ou convexo. O agar e levemente penetrado pelas 
hifas do micelio. O reverso e negro. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao marrons, 
septadas e ramificadas. Os conidios (1,5 a 3 X 2,5 
a 6 pm) sao tambem escuros e de formato variado. 
Existem, nesta especie, os tres tipos de conidiagao. 
Todavia, a propor^ao de cada uma delas esta na 
dependencia da cepa e do meio de cultivo. O tipo 
Cladosporium , frequentemente, predomina sobre o 
tipo Rhinocladiella e o tipo Phialophora esta presente 
so ocasionalmente. O tipo Cladosporium apresenta 
conidioforos de comprimento variavel, eretos, es¬ 
curos e ramificados como “galhos de arvore”. Os 
conidios sao uni ou bicelulares, marrom-claro, ovoi- 
des, em forma de limao, elipticos, cilindros ou irre- 
gulares. Os conidios apresentam, normalmente, duas 
escaras (disjuntores) escuras, resultantes da uniao de 
um conidio com o outro na cadeia ou, mais even- 
tualmente, tres escaras, quando localizados no ponto 
de ramifica^ao das cadeias de esporos. Este tipo de 
conidiagao predomina na maioria das amostras. No 
tipo Rhinocladiella , os conidioforos sao dilatados, 
nodosos ou em forma de “taco”, crescem terminal¬ 
mente ou lateralmente na hifa vegetativa e dao ori- 
gem a conidios unicelulares, marrons e alongados, 
em denticulos, em sua por^ao superior. Algumas 
vezes, o conidio primario pode produzir tambem, 
em denticulos localizados em sua area apical, coni¬ 
dios secundarios, que, por sua vez, podem produzir 
conidios terciarios, criando um tipo Cladosporium 
de conidia^ao. O tipo Rhinocladiella predomina em 
algumas amostras. No tipo Phialophora, as celulas 
conidiogenicas ou os conidioforos apresentam uma 
forma de “vaso de planta” ou “urna”, com uma di- 
lata^ao na extremidade em forma de um pequeno 
“calice” ou colarete. Conidios elipticos sao produzi¬ 
dos e se acumulam na extremidade do conidioforo. 
Esse tipo de conidiagao e comumente perdida com 
o tempo. A conidiagao e aumentada em agar corn- 
meale e melhor visualizada em microcultivos. 

■ Morfologia em tecido: apesar da F. pedrosoi se de- 
senvolver como hifas demaceas, septadas e ramifica¬ 
das nos tecidos do hospedeiro, celulas denominadas 
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corpusculos muriformes, marrons, arredondadas 
e de paredes espessas, podem ser produzidas nos 
tecidos subcutaneos. Os corpusculos muriformes 
sao caracteristicos da cromomicose e se reproduzem 
por divisao, mais do que por gemulagao. O processo 
de reprodugao inclui alongamento e subsequentes 
septa^oes nos eixos maior e menor da celula. A se- 
paragao dos corpusculos muriformes, normalmente, 
resulta em cachos de tres a quatro celulas. 

Fonsecaea compacta (Carrion) Carrion, 1940. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimento 
e lenta, atingindo a maturidade em 28 dias. A co¬ 
lonia produz uma superficie “quebradi^a”, elevada 
e com dobras, verde-oliva escuro a negra e com 
bordos denticulados. Depois de 3 a 4 semanas, hifas 
amarronzadas surgem na superficie da colonia. O 
reverso e negro. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao marrons, 
septadas e ramificadas, os conidioforos do tipo 
Cladosporium produzem conidios (1,5 a 3 pm) em 
forma de barril, com largo septo interconidial, em 
cadeias ramificadas e em massas subglobosas ou 
ovoides. A conidiagao e semelhante a da f pedro- 
soi, exceto pela forma mais compacta das cabe^as 
conidiais, formatos menos elipticos dos conidios e 
cadeias menos dissociaveis. Os tipos Rhinicladiella e 
Phialophorapodem podem ser encontrados. 

■ Morfologia em tecido: corpusculos muriformes. 

Phialophova verrucosa Medlar, 1915. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de cresci¬ 
mento e lenta, atingindo a maturidade em 14 dias. 
Cresce em agar de Sabouraud dextrosado (SDA) ou 
agar malte, a 30 °C, 37 °C e a 45 °C. A superficie 
e verde-oliva escuro a negra, inicialmente convexa, 
tornando-se achatada com o tempo. Algumas amos- 
tras sao lisas a radialmente dobradas. Um micelio 
aereo cinza, eventualmente, cobre a colonia, que e 
compacta, consistente e dura. Areas de zoneamento 
podem ser observadas. Em agar cornmeal, o cresci¬ 
mento e limitado, mas a conidiagao e incrementada. 
O reverso e escuro. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao marrons, 
septadas e ramificadas; produzem tipicas celulas 
conidiogenicas (fialides) em forma de “frasco” ou 
“vaso” com colarete, em forma de “ta^a”. As fialides 
sao formadas lateralmente ou na extremidade da 
hifa vegetativa; tern 3 a 4 pm de largura e 4 a 7 pm 
de comprimento. Elas aparecem isoladamente ou 
em cachos, com ou sem haste. A esporulagao ocorre 
semiendogenamente, na base do colarete. Os coni¬ 
dios (1 a 3 X 2 a 4 pm) sao elipticos, pequenos, de 
paredes finas, produzidos em sucessao, mas nao em 
cadeia. Envolvidos por material adesivo, acumulam- 
-se no topo da fialide, formando uma grande “bola 
de esporos”. Cada conidio, ao ser liberado da fialide, 


deixa um residuo de material de parede celular em 
torno do colarete. Assim, as fialides maduras, que 
ja produziram muitos conidios, tern um colarete 
aumentado e de Colorado marrom-escuro. Em 
microcultivos em agar cornmeal, a P verrucosa pode 
produzir algumas celulas conidiogenicas dos tipos 
Cladosporium e Rhinocladiella , de forma semelhante 
a F. pedrosoi. 

■ Morfologia em tecido: corpusculos muriformes. 

Cladophialophora carrionii Trejos, 1954. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de cresci¬ 
mento e lenta, atingindo a maturidade em 21 dias. 
O organismo cresce a 30 °C e 37 °C, em SDA. A 
colonia e compacta, alcangando 3 a 4 cm, em 4 
semanas. A superficie e plana e suavemente elevada 
no centro, coberta com um pequeno micelio aereo 
marrom-violaceo, cinza-claro, cinza-olivaceo escuro 
ou negro, que da um aspecto velutino. As margens 
da colonia sao formadas por micelio submerso de 
coloragao negra. O agar malte e o agar batata dex¬ 
trosado (BDA) sao meios adequados para suportar o 
crescimento do fungo. O reverso e escuro. 

■ Morfologia microscopica: somente a conidiagao 
do tipo Cladosporium e regularmente encontrada. 
Longas cadeias flexuosas e ramificadas de conidios 
sao produzidas em conidioforos bem defmidos ou 
na extremidade da hifa vegetativa. Os conidios (1,5 
a 3 x 2 a 7,5 pm) sao escuros, ovais ou com forma 
de limao. Alguns conidios dentro da cadeia, tanto 
em posigao intercalar quanto terminal, convertem- 
-se em fialides, pela dissolugao da parede em sua 
parte superior, formando um colarete. Conidios 
passam, entao, a ser produzidos dentro das fialides. 
Esses conidios sao hialinos, subglobosos a elipticos, 
com 1,5 X 2 pm de largura e 2 a 3 pm de com¬ 
primento, e se acumulam na extremidade da fialide, 
como “bolas de esporos”. 

■ Morfologia em tecido: corpusculos muriformes. 

Rhinocladiella aquaspersa (Borelli) Shell, McGinnis et 
Borelli, 1983. 

■ Morfologia macroscopica: crescem moderada a 
rapidamente em agar. A superficie e cinza-olivaceo 
escuro e flocosa. O reverso e negro. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao demaceas, 
septadas e ramificadas. Os conidioforos sao de pare¬ 
des espessas, bem defmidos, marrom-escuro, eretos, 
e dao origem a conidios somente em sua porgao 
superior e em dire^ao a extremidade. Os conidios (2 
x 5 pm) sao elipticos a claviformes, marrom-claro e 
unicelulares ou, ocasionalmente, bicelulares. Celulas 
fialidicas com conidios unicelulares, formando 
“bolas de esporos” no apice, podem ser tambem 
encontradas. 

■ Morfologia em tecido: corpusculos muriformes. 
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Diagnostico diferencial 

A cromoblastomicose deve ser diferenciada de micetoma, 
esporotricose, granuloma de Majochi, paracoccidioidomico- 
se, coccidioidomicose, blastomicose, feohifomicose subcuta- 
nea, tinea corporis, leishmaniose, tuberculose verrucosa, sifilis 
terciaria, nocardiose, linfostase verrucosa, sarcoidose, verrugas 
viais, carcinoma espinocelular e psoriases. 

Prognostico e tratamento 

A doenga e benigna, nao colocando em risco a vida dos 
individuos acometidos, ja que disseminates a sistemas e or- 
gaos internos nao ocorrem. A cromoblastomicose e de evo- 
lugao cronica e insidiosa, apesentando um desenvolvimento 
consideravelmente lento. O C. carrionii e o organismo fungico 
que apresenta a melhor resposta ao tratamento. Dependendo 
da extensao das lesoes, a doen^a pode levar a invalidez fun- 
cional. Nao existe um protocolo padrao para o tratamento da 
cromoblastomicose, variando a abordagem terapeutica com 
a especie envolvida, intensidade lesional, infecgao bacteriana 
secundaria e resposta imunologica do paciente. A cirurgia, 
iodeto de potassio, vitamina D, isoniazida, 5-fluorocitosina, 
tiabendazol, cetoconazol, itraconazol, miconazol, posacoan- 
zol, ravocuonazol e voriconazol, terbinafina sao algumas das 
opgoes propedeuticas disponiveis. 

■ DERMATOFITOSES ( TINEAS ) 

Etiologia e epidemiologia 

Dermatofitoses ou tineas sao um conjunto de infecgoes 
que acometem o tecido queratinizado do hospedeiro huma- 
no e animal. Normalmente, esses processos ficam restritos a 
pele, pelos e unhas, nao invadindo sitios mais profundos, e as 
manifestagoes clinicas sao decorrentes da resposta irritativa do 
organismo aos produtos do metabolismo fungico. Os agentes 
causais sao, coletivamente, designados como dermatofitos. Esse 
termo e uma denominagao nao taxonomica que compreende 
membros de tres generos assexuados ou anamorficos: Microspo- 
rum, Trichophyton e Epidermophyton. Esses fungos sao altamente 
especializados e compoem um grupo bastante homogeneo, 
com forte identidade morfologica, fisiologica e antigenica. A 
micromorfologia em fase saprobia ou em cultura e caracte- 
rizada pela presenga de hifas septadas, hialinas e ramificadas, 
com produgao de macro e microconidios. Nos tecidos, a mor- 
fologia e composta por hifas septadas, hialinas e ramificadas 
e artrosporos. O estado sexuado ou teleomorfico de alguns 
desses microganismos e conhecido como Arthroderma (Familia 
Arthrodermataceae, Filo Ascomycota).Atualmente, cerca de 36 
especies sao aceitas nos generos Microsporum, Trichophyton e Epi¬ 
dermophyton e em torno de 23 sao reconhecidas no genero Ar- 
throderm 2 L. De acordo com o seu habitat, essas especies podem 
ser divididas em geofilicas, zoofilicas ou antropofilicas. Aque- 
les dermatofitos que se desenvolvem as expensas da queratina 
encontrada no solo e que e proveniente da liberagao natural 
de pele, pelos e unhas e materia organica em decomposigao 
sao classificados como geofilicos. As especies que se desenvol¬ 


vem sobre a queratina viva dos hospedeiros animal e humano 
sao classificadas em zoofilicas e antropofilicas, respectivamente. 
Apesar dessa especializagao, membros dos tres grupos podem 
causar infecgao superficial. No entanto, a maioria das especies 
geofilicas nao apresenta poder patogenico e nao e encontrada 
produzindo doen^a. As dermatofitoses sao de ocorrencia mun- 
dial, mas algumas especies sao esporadicas ou geograficamente 
limitadas e endemicas, enquanto outras sao cosmopolitas. O 
contagio e um fenomeno frequente, acontecendo por contato 
direto entre individuos saudaveis e enfermos humanos e/ou 
animais (zoonoses) ou indiretamente, a partir de solo e objetos 
ou fomites contaminados. 

Clinica e patologia 

A historia natural das dermatofitoses tern inicio quando 
um elemento infectante (macro e microconidios, artrospo¬ 
ros ou hifas) entra em contato com uma estrutura queratini- 
zada do hospedeiro. Os elementos fungicos se desenvolvem 
no extrato corneo (hifas e artrosporos) e no fio de cabelo 
(artrosporos), em sua parte interna ou medula (parasitismo 
endotrix) e/ou em sua parte externa ou cuticula (parasitis¬ 
mo ectotrix), apos penetragao pelo foliculo piloso (franja de 
Adamson). O fungo cresce de maneira radial e centrifuga na 
pele e pode acometer novos pelos. O processo inflamatorio 
ocorre pela sensibilizagao da derme pelas enzimas proteoli- 
ticas (queratinases, elastases, colagenases) e outras substancias 
produzidas pelos dermatofitos sobre a epiderme. Ao se di- 
fundir, os metabolitos atingem a derme vascularizada, que 
e potencialmente capaz de responder a agressao fungica. A 
intensidade das lesoes depende dessa resposta imunologica, 
bem como do sitio de infec^ao e do habitat natural dos fun¬ 
gos. Com frequencia, regioes do corpo cobertas por pelos 
e o parasitismo por dermatofitos zoofilicos determinam um 
maior grau de inflamagao e exuberancia lesional. Tipicamen- 
te, sao observadas lesoes cutaneas anelares com bordos eleva- 
dos, eritematosas, descamativas e pruriginosas (impigens) e 
ruptura de pelos por enfraquecimento (alopecia) ou processos 
subcorneais e foliculares altamente inflamados e supurativos 
(.Kerion di Celsi). De maneira geral, o centro das lesoes ane¬ 
lares e as extremidades livres dos fios de cabelo nao contem 
os agentes causais. As areas centrais das lesoes impiginosas, 
por serem mais inflamadas, dificultam o desenvolvimento do 
patogeno fungico, que tende a migrar para areas com menor 
reagao inflamatoria, como as bordas da lesao. No caso das le¬ 
soes em pelos, o foco da infec^ao esta restrito ao bulbo piloso. 
Sindromes clinicas bem defmidas, classificadas de acordo com 
seus aspectos fisiopatologicos e sua localiza^ao anatomica e 
que podem ter uma mesma etiologia e/ou etiologia variada 
caracterizam as dermatofitoses. Os quadros morbidos desen- 
cadeados por membros dos generos Microsporum, Trichophyton 
e Epidermophyton sao designados como tinea capitis, tinea favosa, 
tinea barbae, tinea corporis, tinea faciei, tinea imbricata, tinea cruris, 
tinea manuum, tinea pedis e tinea unguium. 

■ Tinea Capitis: a infecgao do couro cabeludo e denomi- 

nada tinea capitis. Normalmente, esse processo e causado 
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por Microsporum sp. ( tinea microsporica ou microsporiases) 
e Trichophyton sp. (tinea tricofitica) e acomete com maior 
frequencia criangas em idade escolar que adquirem a 
infec^ao a partir do contato com pessoas ou animais 
doentes. A doenga do couro cabeludo desencadeada por 
Microsporum sp. tende a cura espontanea, quando o pacien- 
te atinge a fase de puberdade, e aquelas determinadas por 
Trichophyton sp. persistem nesse periodo. Clinicamente, 
as infecgoes causadas por especies antropofilicas de 
Microsporum (Microsporum audouinii e Microsporum ferrugu- 
neum ) se caracterizam pela formagao de discretas placas 
cinza arredondadas, descamativas e eritematosas com pa- 
rasitismo ectorix de todos os pelos, que se rompem a 5 
a 10 mm acima da superficie cutanea (alopecia parcial), 
minimo prurido e pequena reagao inflamatoria. Apesar da 
natureza benigna desses processos, ocasionalmente, ulcera- 
goes e kerion podem ocorrer. Microsporiases por derma- 
tofitos zoofilicos (Microsporum canis e Microsporum equinum) 
ou geofilicos (Microsporum gypseum), ao contrario, cursam 
frequentemente com forte reagao inflamatoria e kerion. As 
tineas tricofiticas por especies antropofilicas (Trichophyton 
tonsurans, Trichophyton violaceum e Trichophyton soudanense) 
apresentam lesoes pequenas, angulares, raramente inflama- 
torias e com reduzido numero de pelos parasitados. Esse 
parasitismo pilar pode ser endotrix e/ou ectotrix e, co- 
mumente, os fios de cabelo se rompem logo abaixo da su¬ 
perficie da epiderme (alopecia), o que confere um aspecto 
de pontos negros a lesao. Uma disposigao multifocal das 
varias lesoes pode ser observada. A infec^ao por membros 
zoofilicos do genero Trichophyton (Trichophyton mentagro- 
phytes e Trichophyton verrucosum) tambem determina pro¬ 
cessos clinicos mais exuberantes, com placas escamosas, 
abscessos, pustulas foliculares, crostas, alopecia permanente 
e multiplas formagoes de kerion e eritema nodoso ou 
eritema multiforme no couro cabeludo. Mal-estar e ade- 
nopatias regionais podem estar presentes. Diferentemente 
das microsporiases, essas infec^oes sao cronicas, recorren- 
tes, de tratamento dificil e persistem ate a vida adulta. 
Tinea Favosa: a infecgao e causada pelo Trichophyton 
schoenleinii e compromete, principalmente, o couro ca¬ 
beludo, mas pele glabra e unhas tambem podem ser aco- 
metidas. Esse processo se caracteriza por uma evolugao 
cronica com formagao de crostas concavas de coloragao 
amarelada em torno do foliculo piloso e reagao inflama¬ 
toria. Essas crostas sao denominadas escutulas e sao cons- 
tituidas por aglomerados de hifas e elementos teciduais. 
Inicialmente, o pelo infectado mantem sua integridade, 
no entanto, a foliculite que se segue tende a destruir 
completamente a matriz do pelo, determinando uma 
alopecia cicatricial. As escutulas de pele glabra podem se 
apresentar com seu aspecto tipico ou em forma de pla¬ 
cas escamosas com inflama^ao e erosao tecidual. Aquelas 
que comprometem as unhas produzem espessamento e 
fragilidade da lamina ungueal, bem como crostas de Co¬ 
lorado tambem amarelada. Um odor fetido pode estar 
presente. 


Tinea Barbae: os pelos da barba podem ser tambem 
parasitados por especies de Microsporum e Trichophyton. 
Normalmente, as lesoes sao superficiais e de intensida- 
de moderada. No entanto, lesoes altamente inflamadas, 
eritematosas, pustulo-vesiculares e foliculares da face e 
pescogo podem ser causadas por Trichophyton sp. zoofi- 
lico (T. mentagrophytes var. mentagrophytes e T. verrucosum). 
Tinea Corporis: a infec^ao da pele glabra do tronco e 
membros, com excegao de maos e pes, e denominada ti¬ 
nea corporis. O processo esta confmado ao extrato corneo 
da epiderme e, tipicamente, suas lesoes se caracterizam 
por apresentarem um aspecto arredondado com um 
bordo eritemato-escamoso ou vesicular com prurido 
e espelhamento excentrico (impigem). Lesoes simples, 
multiplas ou confluentes, causadas por dermatofitos 
antropofilicos como Epidermophytonfoccosum, T. mentagro¬ 
phytes var. interdigitalis, Trichophyton rubrume Trichophyton 
tonsurans sao comumente encontradas. Com frequencia, 
curas espontaneas com ou sem recidivas podem ocorrer. 
Uma lesao inflamada de moderada intensidade e marcada 
pela presenga de kerion pode estar presente, quando o 
agente etiologico for um dermatofito zoofilico (M. canis 
e T. mentagrophytes var. mentagrophytes). Eventualmente, 
a infec^ao do foliculo piloso por T. mentagrophytes e T. 
rubrum , apos a depilagao, pode determinar uma reagao 
inflamatoria semelhante aquela observada no couro 
cabeludo, com lesoes papulo-pustulares, circunscritas, 
elevadas e crostosas, denominadas Granuloma de Majocchi. 
Tinea Faciei: a infecgao da pele do rosto e do queixo de 
crian^as e mulheres e chamada de tinea faciei. Lesoes cir- 
culares, descamativas, eritematosas, com bordas elevadas, 
papulas e pustulas, prurido ou sensagao de queimagao 
sao comuns. O T. rubrum e o dermatofito mais frequente, 
entretanto, infec^oes por T. mentagrophytes, T. violaceum, 
M. canis e E.floccosum sao tambem descritas. 

Tinea Imbricata: esse processo e uma deriva^ao da tinea 
corporis e se caracteriza pela forma^ao de lesoes papulo- 
-escamosas de bordos elevados, dispostas como circulos 
concentricos por toda a superficie corporal que, inicial¬ 
mente, podem ser descamativas e pruriginosas, mas que, 
ao cronificar, produzem pouca irritagao ou mal-estar. O 
agente etiologico dessa condigao clinica e o Trichophyton 
concentricum, que e mais prevalente entre os polinesios. 
Tinea Cruris: a infecgao da regiao inguinal e denomi¬ 
nada tinea cruris. A maceragao e a oclusao da pele dessa 
regiao, alem da umidade e temperatura elevadas, favorem 
a implantagao e o desenvolvimento dos patogenos fun- 
gicos. A doenga e mais comum em individuos adultos 
de sexo masculino e seu contagio e, usualmente, indi- 
reto, por meio de fomites contaminados. O surgimento 
na face inguinal interna de placas eritemato-escamosas, 
serpiginosas, bordos elevados e bem delimitados, vesi- 
culas ou vesiculo-pustulas, pequenos abscessos, prurido 
e queimagao caracterizam a lesao. A infec^ao tende ao 
espalhamento e normalmente a regiao pubiana, o penis 
e saco escrotal, perineo, as nadegas e o abdome inferior 
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sao acometidos. Infec^oes secundarias de torax, axilas, 
membros e espagos interdigitais de maos e pes podem 
ocorrer. Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes e E.flocco- 
sum sao as especies mais isoladas em tinea cruris. 

Tinea Manuum: a infec^ao das maos e conhecida como 
tinea manuum. A principio, a infecgao e unilateral, no 
entanto, ambas as maos podem ser comprometidas. O 
agente mais frequente e o T. rubrum. Outros dermato- 
fitos isolados, contudo, sao T. tonsurans, T. mentagrophytes 
par. interdigitalis e E. floccosum. Em geral, T. rubrum e T. 
tonsurans produzem lesoes de evolugao cronica, secas e 
escamosas, com vesiculas, eritema e hiperqueratose na 
palma das maos e lateral dos quirodactilos. Lesoes palma¬ 
res agudas, umidas, vesiculares e eczematosas, com odor 
fetido e sensagao de queimagao, sao observadas com fre- 
quencia em infec^oes por T. mentagrophytes. Trichophyton 
rubrum tern sido tambem isolado de lesoes papulares, 
eritematosas e pouco escamosas do dorso das maos. 
Tinea Pedis: o comprometimento de planta dos 
pes e espago interdigital e denominado tinea pedis. 
Normalmente, os dois pes sao acometidos, no entanto, 
lesoes unilaterais podem tambem ocorrer. A manifesta- 
gao clinica mais comum e a forma intertriginosa que se 
caracteriza pela presenga de lesoes agudas e cronicas da 
pele dos espagos interdigitais com descamagao, macera- 
gao, fissuras e eritema, bem como prurido e queimagao. 
De maneira tipica, o espa^o entre o quarto e o quinto 
pododactilo e acometido. O espalhamento para outras 
areas adjacentes, incluindo unhas, tambem e comum. 
Outra forma observada e a hiperqueratose cronica, 
caracterizada por areas eritemato-escamosas secas que 
acometem a regiao do calcanhar, da planta e da lateral 
dos pes (lesao do tipo mocacim). Um terceiro tipo sao 
as lesoes agudas inflamadas, acompanhadas da formagao 
de vesiculas, pustulas e/ou bolhas que contem um exsu- 
dato claro e estao distribuidas pelo dorso e pela planta 
dos pes e pelo espago interdigital. As formas vesiculares 
podem resolver espontaneamente, mas recidivas sao co- 
muns. O agente mais isolado e o T. rubrum, seguido pelo 
T.mentagrophytes var. interdigitalis e E. floccosum. 

Tinea Unguium: a infec^ao uni ou bilateral das unhas 
dos quirodactilos e pododactilo e chamada de tinea 
unguium. As unhas dos pes sao acometidas com maior 
frequencia, sendo a infec^ao normalmente secundaria a 
tinea pedis. Em geral, a tinea unguium das maos e decor- 
rente de tinea capitis, tinea corporis ou tinea manuum. As 
lesoes podem estar limitadas a uma ou duas unhas ou 
comprometer a totalidade dessas estruturas. Contudo, as 
unhas do primeiro e do quinto pododactilo sao, classica- 
mente, as mais afetadas. Leuconiquia micotica e infec^ao 
invasiva subungueal sao os principais tipos clinicos. A 
leuconiquia micotica e caracterizada pela presenga de 
placas superficiais de coloragao branca, contornos irre- 
gulares e bordas demarcadas, circunscritas ou progressi- 
vas que, normalmente, se desenvolvem a partir da extre- 
midade livre da unha. O T. mentagrophytes e responsavel 


pela maioria dos casos de leuconiquia micotica. A doen- 
9 a invasiva pode ter inicio distal, proximal ou lateral e ser 
precedida por uma paroniquia menor. Placas pequenas, 
bem defmidas e de aspecto amarelado ou esbranquigado, 
que podem se manter estacionarias ou se espalhar ate 
a base da unha, sao os primeiros sintomas observados. 
No processo estabelecido, a lamina ungueal se apresenta 
descolorada ou enegrecida, distrofica, quebradiga, friavel 
e espessada. O acumulo de massa ou debris subungueais 
(hiperqueratose) pode levar a rupturas e a separagao do 
leito ungueal, deixando uma fina base sulcada com uma 
borda irregular e farinacea. A doenga invasiva e causada 
principalmente pelo T. rubrum. 

■ Micetoma Devmatofitico: a invasao incomum do tecido 
subcutaneo com formagao de graos esbranquigados a 
amarelados constituidos por hifas septadas e vesiculas e 
com diametro de 80 a 500 pm e denominada micetoma 
dermatofitico. A pele afetada se mostra espessada, 
endurecida, descamativa e com alopecia, e tratos sinuo- 
sos drenantes podem ou nao estar presentes. Essa con- 
digao e frequentemente observada no como cabeludo, 
mas, com a evolu^ao das lesoes, sao acometidos tambem 
pescogo e tronco. Especies do genero Microsporum sao os 
dermatofitos mais isolados. 

■ Dermatojitides: o aparecimento de reagoes alergicas em 
sitios distantes do foco primaria de uma infec^ao por 
dermatofito e demoninada de dermatofitides. Pode ser 
observado Um quadro clinico variado com prurido, 
sensagao de queimagao, formagao de vesiculas e bolhas 
na regiao dos quirodactilos e palmas das maos, secunda- 
rio a produgao de metabolitos circulantes por agentes de 
tinea pedis. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame microscopico direto: o diagnostico pre- 
suntivo de dermatofitose pode ser obtido a partir da 
observagao de hifas septadas, hialinas e ramificadas e 
cadeias de artrosporos em escamas de pele, fragmen- 
tos de vesiculas e fios de cabelo com bulbo piloso, em 
montagens microscopicas com KOH a 10% ou 20% 
e, no caso de raspados de unha, em montagens com 
KOH a 40%. Em tinea capitis, um padrao de parasitis- 
mo pilar, ectotrix e endotrix pode ser observado pela 
presenga de artrosporos na cuticula do pelo (formagao 
de bainha externa) ou no interior da medula do pelo. 
Artrosporos de pequenas dimensoes (2 a 4 pm) e gran- 
des dimensoes (10 pm) sao descritos. As escutulas de 
tinea favosa sao constituidas por um aglomerado de hifas, 
celulas epidermicas e polimorfonucleares e os pelos 
infectados apresentam hifas septadas hialinas e areas com 
degeneragao gasosa em seu interior. Em todos os tipos 
de especimens dermatologicos podem estar presentes 
estruturas microscopicas que mimetizam elementos 
fungicos. Globulos de gordura, graos de amido, fibras 
de algodao e la, detritos vegetais, materials sinteticos e 
mosaico fungico (cristais de colesterol depositados em 
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torno das celulas epidermicas, formando uma rede) sao 
os artefatos que devem ser diferenciados. Granulos de 
polen e elementos hifalicos ou leveduriformes de fungos 
contaminantes podem tambem ser observados nos espe- 
cimens de pele e unha. 

■ Cultural a cultura dos especimens clinicos deve ser 
sempre procedida tanto nos casos de resultado posi- 
tivo do exame microscopico direto quanto naqueles 
em que a microscopia e inconclusiva. O isolamento 
de dermatofitos pode ser conseguido a partir da ino- 
cula^ao de amostras de pele, pelo e unhas, em meios 
de cultura que contenham antibacterianos e antifungi- 
cos, para a inibigao do crescimento de microrganismos 
contaminantes. Normalmente, agar de Sabouraud dex- 
trosado suplementado com cloranfenicol e ciclohexi- 
mida e empregado para o isolamento primario desses 
fungos. A incubagao das culturas deve ser feita de 25 
°C a 30 °C, por um periodo de ate 4 semanas. No en- 
tanto, em geral, uma colonia de dermatofito de aspecto 
filamentoso esta presente em 2 semanas. Outro meio 
de cultura tambem utilizado para isolamento primario 
e o dermatophytes testing medium (DTM), que permite 
a identificagao de dermatofitos pela produgao de um 
pigmento avermelhado que se difunde no meio de 
cultura. Como os generos Microsporum, Trichophyton 
e Epidermophyton sao proximamente relacionados, ha 
fortes semelhan^as entre suas morfologias microscopi- 
cas. Um micelio hialino septado e ramificado esta pre¬ 
sente em todos os dermatofitos, no entanto, a forma e 
quantidade de seus macro e microconidios diferem. O 
genero Microsporum apresenta grande numero de ma- 
croconidios com morfologia fusiforme, multisseptados 
e de paredes espessadas e menor quantidade de mi- 
croconidios piriformes e unicelulares. O Trichophyton 
sp. tern pequena quantidade ou ausencia de macro- 
conidios em forma de charuto, multisseptados e com 
paredes delgadas, mas grande numero de microconi- 
dios piriformes e unicelulares. O E.floccosum nao pro- 
duz microconidios e seus macroconidos sao em forma 
de clava, multisseptados e produzidos em cachos no 
conidioforo. O desenvolvimento de estruturas mi- 
croscopicas de identifica^ao pode ser estimulado com 
subscultivos em meio lactrimel. 

Epidermophyton floccosum (Hartz) Langeron et Miloche- 
vitch, 1930. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimen¬ 
to e moderada, atingindo a maturidade em 10 dias. 
Inicialmente, a colonia apresenta-se pulverulenta e 
branca; posteriormente, passa a apresentar uma Co¬ 
lorado amarelo-esverdeada, amarelo-amarronzada, 
verde-oliva claro ou caqui. As colonias alcagam 3 
a 3,5 cm de diametro, em 2 semanas, em agar de 
Sabouruad dextrosado (SDA), a 30 °C. As colonias 
maduras mostram hifas aereas pequenas, acinzenta- 
das, e dobras radiais ou irregulares no centro, apre- 


sentando, por isso, um aspecto velutino. O reverso 
da colonia e transparente ou laranja-amarronzado, 
algumas vezes com uma borda amarelada. 

■ Morfologia microscopical as hifas sao hialinas 
e septadas. Uma cultura tipica produz abundantes 
macroconidios multicelulares (2 a 6 celulas) que 
apresentam uma base larga e uma extremidade distal 
arredondada (em forma de raquete ou taga) e pa¬ 
redes externas lisas. Os macroconidios tern de 7 a 
12 x 20 a 40 pm e sao asseptados ou multiseptados 
(4 septos) e, frequentemente, produzidos em cachos. 
Nao sao formados microconidios. Celulas esfericas 
de paredes finas podem ser produzidas nos cultivos 
“velhos”. Hifas em espiral podem ser encontradas 
em certas cepas. 

Microsporum Gruby, 1843. 

■ Morfologia macroscopica: os fungos desse ge¬ 
nero apresentam colonias com uma textura algodo- 
nosa a pulverulenta e uma coloragao que varia de 
branco a amarelo ou marrom-escuro. 

■ Morfologia microscopical as hifas sao hiali¬ 
nas, septadas e ramificas. Hifas em raquete, corpos 
pectinados, orgaos nodulares e clamidosporos sao, 
comumente, encontrados. Macroconidos multissep¬ 
tados e multicelulares (2 a 12 celulas) sao fusiformes, 
medem 7 a 20 x 35 a 125 pm e, usualmente, tern 
paredes espiculadas ou rugosas e espessas. A rugo- 
sidade pode ser mais evidente proximo ou nas ex- 
tremidades distais. Microconidios unicelulares, com 
2,5 a 3,5 X 4 a 7 pm e claviformes sao produzidos 
ao longo do micelio, em pequenos conidioforos ou 
diretamente sobre as hifas vegetativas (sesseis). 

Microsporum audouinii Gruby, 1843. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimento 
e moderada, atingindo a maturidade em 7 a 10 dias. 
A colonia e plana, de coloragao parda a cinza, com 
pequeno micelio aereo. A textura e sedosa devido 
ao pequeno micelio aereo. A margem das colonias 
e geralmente radiada. O reverso da colonia e, fre¬ 
quentemente, de cor pessego ou salmao. Esses pig- 
mentos sao melhor revelados em agar cornemal ou 
em agar batata dextrosado (BDA). 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao hialinas, 
septadas e ramificadas. Clamidosporos terminais 
com pequena estrutura mamiliforme estao pre- 
sentes e servem como um util criterio diagnos¬ 
tico. Raramente produzem conidios. Contudo, 
ocasionalmente, alguns isolados podem produzir 
macroconidios claviformes caracteristicos do gene¬ 
ro Microsporum (2 a 3 x 3 a 4 pm). Macroconidios 
rugosos podem lembrar aqueles encontrados no M. 
canis, mas, normalmente, sao mais longos e estreitos. 
Hifas em raquete e corpos pectinados sao observa¬ 
dos em muitos isolados. 
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Microsporumcanis Bodin, 1902. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimento 
e moderada, atingindo a maturidade em 6 a 10 dias. 
Produzem colonias brancas a amareladas, com abun- 
dante micelio aereo. A superficie e algodonosa ou 
penugenta e apresenta sulcos radiais. O reverso da 
colonia e amarelo-limao ou amarronzado. 

■ Morfologia microscopical as hifas sao hialinas, 
septadas e ramificadas. Produzem abundantes ma- 
croconidios (10 a 25 X 35 a 125 pm) fusiformes 
com paredes espessas (ate 4 pm), rugosa a espicu- 
lada. Os macroconidios comumente tern uma pro- 
tuberancia assimetrica terminal e a rugosidade da 
parede conidial e mais aparente nessa protuberancia. 
Numerosos septos de paredes espessas sao encontra- 
dos dividindo os macroconidios em 3 a 15 celulas. 
Microconidios (2,5 a 3,5 x 4 a 7 pm) sao menos 
numerosos e tern formato claviforme a piriforme e 
sao formados ao longo da hifa. 

Microsporum gypseum (Bodin) Guiart et Grigorakis, 1928. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimento 
e moderada a rapida, atingindo a maturidade em 
sete dias. A colonia pode ser cor de “pele”, cane- 
la e amarelo-amarronzado. A superficie e plana 
e pulverulenta, devido a produgao abundante de 
macro e microconidios. Uma borda irregularmen- 
te frangeada pode estar presente. O reverso pode 
ser amarelo, laranja, vermelho-amarronzado ou 
vermelho-purpura. 

■ Morfologia microscopical as hifas sao hialinas, 
septadas e ramificadas. Produzem macroconidios 
multicelulares em grande numero. Esses sao fusifor¬ 
mes, largos, com 4 a 6 septos e medindo 7 a 16 x 
22 a 60 pm. A parede conidial e moderadamente 
espessa e fmamente rugosa. Filamentos em forma de 
“cauda de rato” podem ser vistos na extremidades 
dos conidios. Microconidos (2,5 a 3 x 4 a 6 pm) sao 
claviformes e produzidos esparsamente ao longo da 
hifa. O numero de microconidios pode aumentar 
em subcultivos. 

Trichophyton Malmstem, 1845. O genero Trichophyton se 
carateriza por apresentar macroscopicamente um aspecto al- 
godonoso, granular ou pulverulento, glabroso, liso e ceroso. 
Os pigmentos produzidos variam grandemente e as cultu- 
ras podem ser brancas, rosas, vermelhas, purpuras ou violetas. 
Com subcultivos sucessivos, os pigmentos podem ser perdi- 
dos. Ao exame microscopico, os microconidios sao numero¬ 
sos e vistos como pequenas estruturas unicelulares, de paredes 
finas, hialinos, subesfericos a claviformes, com 2 a 4 pm, for¬ 
mados lateralmente ao longo da hifa ou em cachos. Em ge- 
ral, os microconidios sao extremamente numerosos, exceto 
para as especies de crescimento lento, como T. schoenleinii, T. 
verrucosum e T. violaceum , cujos cultivos estao quase sempre 
desprovidos de esporulagao. Muitas cepas de Trichophyton re- 
cuperadas em laboratorio somente produzem microconidios. 


Os macroconidios (multicelulares), quando produzidos, estao 
presentes em pouca quantidade, tern a forma de charuto, sao 
sustentados em delicados e curtos conidioforos e apresen- 
tam uma delgada parede lisa, sem evidencia de rugosidade ou 
equinulagoes. 

Trichophyton mentagrophytes (Robin) Blanchard, 1896. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimento 
e moderada, atingindo a maturidade em 7 a 10 dias. 
As colonias tipicas de T. mentagrophytes var. menta¬ 
grophytes (T. mentagrophytes) sao planas, de Colorado 
creme a amarelada, com superficie pulverulenta. A 
aparencia pulverulenta e devido a grande quantidade 
de microconidios. A margem da colonia e usualmen- 
te radiada e de textura granular. Numerosas variagoes 
ocorrem na cor da colonia e na textura superficial. 
O T. mentagrophytes var. quinckeanum (T. quinkeanum) 
tende a produzir colonias profundamente pigmen- 
tadas e T. mentagrophytes var. erinacei (T. erinacei) fre- 
quentemente produz formas granulares de coloragao 
amarelada. O T. mentagrophytes var. interdigitales (T. 
interdigitalis) produz colonias densamente penugen- 
tas, com centro creme e margem branca. Culturas 
“velhas” podem produzir coloragao rosa. Muitos 
isolados sao completamente brancos e com tufos. 
Nos subcultivos em agar batata dextrosado (BDA), 
colonias com numerosos conidios e carateristica- 
mente pulverulentas podem ser produzidas. O grau 
de esporulagao, que determina a textura pulverulen¬ 
ta, varia enormemente entre os isolados da variedade 
interdigitales. O reverso das colonias das variedades 
de T. mentagrophytes em agar de Sabouruad dextro¬ 
sado (SDA) pode ser hialino, marrom, amarelo ou 
vermelho-escuro. As colonias de reverso vermelho- 
-escuro lembram aquelas de T. rubrum. Todavia, esse 
reverso vermelho nao e produzido pelas variedades 
de T. mentagrophytes em agar cornmeal com 1% de 
glicose. As variedades de T. mentagrophytes podem ser 
diferenciadas do T. rubrum pela produgao de orgaos 
de perfura^ao (hifas em espiral). 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao hialinas, 
septadas e ramificadas. Provavelmente, o aspecto 
mais consistente das variedades de T. mentagrophytes 
e a produgao de microconidios em cachos. Esses sao 
mais abundantes e arredondados nos isolados zoo- 
filicos pulverulentos e menos numerosos, menores 
e em forma de “gota”, nas amostras antropofilicas 
penugentas. Nessas ultimas, os macroconidios sao 
mais claviformes e lembram aqueles do T. rubrum. 
Eles sao, normalmente, septados, multicelulares (1 a 
6 celulas), em forma de charuto ou taco, com uma 
base de inser^ao estreita. medem 6 a 8 x 20 a 50 
pm e, ao contrario do T. rubrum , tern uma estru- 
tura filamentosa em sua extremidade em forma de 
“cauda de rato”. O numero de macroconidios pode 
ser maior nas amostras zoofilicas. Os macroconidios 
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podem estar presentes em associa^ao com cachos de 
microconidios e hifas espiraladas bem desenvolvidas. 
Orgaos nodulares, hifas em candelabros, hifas em 
raquete, clamidosporos sao estruturas comuns nessa 
especie. 

Trichophyton rubrum (Castellani) Sabouraud, 1911. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimen- 
to e moderada, atingindo a maturidade em 14 dias. 
Os isolados tipicos de T. rubrum produzem colonias 
brancas, granulares, penugentas ou com tufos e com 
pigmentos vermelho, vinho ou purpura ou, ainda, 
alaranjado, marrom ou hialino no reverso. Esses 
isolados sao, geralmente, desprovidos de conidios. 
Ocasionalmente, alguns isolados podem produzir 
colonias menos algodonosas e mais “amontoadas”, 
com menor pigmenta^ao no reverso. Esses isolados 
produzem abundantes macroconidios e essas co¬ 
lonias podem lembrar as de T. violaceum, que apre- 
sentam pigmento mais purpura do que vermelho e 
requerem tiamina para o bom crescimento. Certos 
isolados produzem pigmentos melanoides esverda- 
dos. Esses isolados tern si do chamados de T. rubrum 
var. nigricam. O agar batata dextrosado (BDA) ou 
agar cornmeal sao superiores para a produgao de 
pigmentos. 

■ Morfologia microscopical as hifas sao hialinas, 
septadas e ramificadas. Os isolados tipicos, normal- 
mente, nao produzem macroconidios, mas produ¬ 
zem microconidios (2 a 3 X 3 a 5 pm) pequenos, 
piriformes e em forma de gota lateralmente na hifa. 
Cachos de conidios em arranjo arborescente sao vis- 
tos. Em isolados muito esporulantes, macroconidios 
podem ser abundantemente produzidos no topo de 
uma hifa espessa ou em cachos diretamente na hifa 
vegetativa, mas tambem podem ser raros ou ausen- 
tes. Os macroconidios (4 a 6 X 15 a 30 pm) sao 
septados, estreitos e longos (lembrando um “lapis”), 
de paredes finas e paralelas, com 2 a 8 celulas, e for- 
mados diretamente na parte final de hifas espessas, 
em grupos ou isoladamente. Os microconidios nos 
isolados esporulantes tendem a ser maiores, clavifro- 
mes e, frequentemente, sao produzidos diretamente 
ao longo da por^ao inferior dos macroconidios ou 
em cachos na hifa. Macroconidios, em alguns iso¬ 
lados, podem se fragmentar e formar artrosporos, 
clamidosporos e corpos pectinados. Os isolados de 
formas esporulantes de T. rubrum podem ser distin- 
guidos dos de T. tonsurans e T. mentagrophytes , pela 
observagao dos microconidios produzidos direta¬ 
mente ao lado de longos e estreitos macroconidios. 

Trichophyton schoenleinii (Lebert) Langeron et Milochev- 
itch, 1950. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimento 
e lenta, atingindo a maturidade em 15 dias. As colo¬ 
nias sao glabrosas, sedosas ou acamurgadas. Exibem 


uma coloragao branca ou acinzentada, tern centro 
elevado e irregularmente dobrado, podendo apre- 
sentar muitas circunvolu^oes. A margem da colonia 
consiste de micelio submerso. Podem penetrar no 
agar, levantando-o ou produzindo rachaduras e 
trincas. Isolados frescos podem produzir colonias 
leveduriformes, que se tonam mais miceliais e pe¬ 
nugentas quando mantidas em meios artificiais por 
longo tempo. Crescem bem a 37 °C. O reverso e 
hialino, amarelo-alaranjado ou bege. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao hialinas, 
septadas e ramificadas. Macro e microconidios nao 
sao produzidos. Ramifica^oes terminais das hifas 
carateristicamente conhecidas como candelabros 
favicos sao encontrados no micelio submerso. Essas 
estruturas sao vistas em outros dermatofitos de 
crescimento lento, mas as dilatagoes em forma de 
“cabega de prego” sao carateristicas do T. schoenlei¬ 
nii. Algumas microconidios claviformes distorcidos 
sao observados em alguns isolados, particularmente, 
quando os organismos crescem em graos de arroz. 
Macroconidios nunca sao vistos, mesmo em meios 
ricos. Alguns isolados leveduriformes recentes po¬ 
dem produzir artrosporos esfericos. Clamidosporos 
sao numerosos. O T. schoenlenii pode ser diferenciado 
do T. verrucosum, do T. violaceum e do T concentricum 
pelo bom crescimento a 37 °C e nao requerimento 
de tiamina. 

Trichophyton tonsurans Malmsten, 1845. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de cresci¬ 
mento e moderada a lenta, atingindo a maturidade 
em 12 dias. As colonias podem ser brancas, cinzas, 
bege, amarelas ou marrom-avermelhadas, rosas com 
superficie crateriforme, cerebriforme, lisa ou pe- 
nugenta ou, ainda, acamurgadas com muitas dobras 
radiais ou concentricas. O reverso da colonia e mais 
frequentemente marrom-avermelhado; algumas ve- 
zes, porem, pode ser amarelo ou vermelho. O pig¬ 
mento produzido pode se difundir no meio. O T. 
tonsurans, diferentemente do T. rubrum , nao produz 
uma coloragao intensa em agar cornmeal ou agar 
batata dextrosado (BDA). O crescimento e minimo 
ou ausente em meios livres de tiamina, uma carate- 
ristica que difere do T. rubrum e T. mentagrophytes. A 
histidina e requerida para o crescimento de T. men¬ 
tagrophytes e nao para T. tonsurans. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao hialinas, 
septadas e ramificadas. Os microconidios variam no 
tamanho e forma, mas, usualmente, sao abundan¬ 
tes. Todavia, em sua maioria, medem 2 a 5 X 3 a 
7 pm e sao claviformes, piriformes ou em forma 
de gotas. Frequentemente, sao produzidos lateral¬ 
mente em hifas indiferenciadas ou em pequenos 
e simples conidioforos. Um aspecto caracteristico 
e o entumescimento de alguns microconidios que 
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apresentam uma forma de balao. Microconidios fili- 
formes, produzidos lateralmente em hifas terminals 
espessadas, lembram uma centopeia. Macroconidios 
de paredes espessas ocorrem menos frequentemen- 
te e sao irregulares em sua forma. Sao encontrados 
Clamidosporos, micelio em raquete e em espiral e 
estruturas semelhantes a artrosporos. O T. tonsurans 
tern parcial requerimento para tiamina. 

■ Provas fisiologicas: essas provas podem ser em- 
pregadas quando a identificagao dos dermatofitos 
nao puder ser feita pela analise micromorfologica 
em meios de cultura de uso corrente. Muitos der¬ 
matofitos demonstram requerimentos nutricio- 
nais distintos que podem ser utilizados para sua 
identificagao. Meios desidratados estao disponiveis 
comercialmente para esses testes. Um conjuto de 
meios de cultura (agar Trichophyton ), contendo 
um meio basico com caseina e outros meios com 
diferentes composites e arranjos nutricionais 
(caseina, inositol, tiamina, acido nicotinico, nitrato 
de amonia e histidina), pode ser empregado para 
a identifica^ao de especies do genero Trichophyton, 
entre elas Trichophyton megninii, T. schoenleinii, T. 
verrucosum e T. violaceum. A diferenciagao entre T. 
mentagrophytes e T. rubrum pode ser procedida em 
agar ureia de Christensen, pela mudanga da cor 
incial do meio para vermelho. Normalmente, as 
amostras de T. mentagrophytes sao positivas e a cor 
vermelha indica a produgao de urease. A produgao 
de pigmentos hidrossoluveis cor de vinho em 
agar batata dextrosado (BDA) pelo T. rubrum tam¬ 
bem permite a separagao com o T. mentagrophytes. 
Essas duas especies podem ser ainda diferenciadas 
pela prova da perfuragao em pelo. Fragmentos de 
fios de cabelo autoclavados em tubo de ensaio 
sao inoculados com a amostra sob investiga^ao. A 
ocorrencia de perforates conicas tranversais no 
pelo e positivo para T. mentagrophytes. Provas fisio¬ 
logicas podem ser igualmente empregadas para a 
diferencia^ao de M. canis e M. audouinii, T. menta¬ 
grophytes e Microsporum persicolor e T. soudanense e 
Microsporum ferrugineu m. 

Diagnostico diferencial 

Os processos patologicos tambem a considerar sao: Tinea 
Capitis: alopecia areata, dermatite seborreica, impetigo, pio- 
derma, psoriase, sifilis secundaria e tricotilomania; Tinea Bar¬ 
bae: acne, actinomicose, alopecia areata, dermatite seborreica, 
epitelioma, infec^ao estafilocococica (carbunculo, foliculite), 
queratoacantoma e sifilis pustular; Tinea Corporis: derma- 
matite de contato, dermatite seborreica, eczema, impetigo, 
lupus eritematoso, pitiriase rosea, pitiriase versicolor, pso¬ 
riase e sifilis secundaria e terciaria; Tinea Faciei: dermatite 
de contato, dermatite seborreica, impetigo, lupus eritemato¬ 
so, psoriase; Tinea Cruris: candidiase inguinal, dermatite de 
contato, dermatite seborreica, eritrasma, psoriase, intertrigo 


bacteriano e liquen piano; Tinea Manuum: candidiase su¬ 
perficial, dermatite de contato, psoriase e sifilis secundaria; 
Tinea Pedis: candidiase superficial, intertrigo bacterino, der¬ 
matite de contato, eczema, queratoderma idiopatico, psoria¬ 
se, sifilis secundaria, desidrose e erup^oes iatrogenicas; Tinea 
Unguium: alteragoes nao infecciosas, eczema, liquem piano, 
onicomicose por Candida e outros fungos ( Scopulariopsis sp., 
Scytalidium sp.) e bacteriana ( Pseudomonas aeruginosa), paroni- 
quia e psoriase; Dermatofitides: dermatite de contato. 

Prognostico e tratamento 

A terapia antifongica oral e/ou topica e utilizada para 
tratamento das diversas formas de dermatofitose. Derivados 
azolicos (bifonazol, cetoconazol, clotrimazol, econazol, fluco- 
nazol, isoconazol, itraconazol, miconazol e tioconazol), ter- 
binafma, ciclopiroxolamina, amorolfma, tolnaftato, tolciclato, 
griseofulvina, corticoesteroides, agente queratinoliticos e an- 
tibioticos para infec^oes bacterianas secundarias podem ser 
empregados. A retirada cirurgica da unha pode ser tambem 
requerida. 

Em geral, o prognostico das dermatofitoses e bom. No 
entanto, diferengas de comportamente sao observadas: Tinea 
Capitis: algumas formas tendem a cura espontanea e outras 
tendem a cronicidade. Alopecia e cicatrizes sao as principal 
sequelas; Tinea Barbae: curas espontaneas podem ocorrer, 
mas lesoes nao tratadas tambem podem apresentar como se¬ 
quelas alopecia e cicatrizes; Tinea Corporis: as lesoes podem 
resolver sem tratamento, mas infec^oes repetidas sao comuns; 
Tinea Faciei: curas espontaneas sao frequentes; Tinea Cruris: 
o prognostico e bom com tratamento; Tinea Unguium: a 
resolugao espontanea e rara e os fracassos terapeuticos sao a 
regra; Tinea Pedis: recorrencia e reinfec^oes sao observadas 
com frequencia e Tinea Manuum: as lesoes podem resolver 
de maneira espontanea, mas, comumente, ocorrem infecgoes 
repetidas. 

■ ESPOROTRICOSE 
Etiologia e epidemiologia 

A esporotricose e um processo subagudo ou cronico que 
compromete principalmente o tecido cutaneo, subscutaneo e 
linfatico, produzindo lesoes nodulares de aspecto verrucoso, 
que supuram e ulceram. Os agentes causais dessa micose for- 
mam um grupo fongico denominado complexo Sporothrix 
schenckii (S. schenkii lato sensu) que e constituido pelas seguin- 
tes especies cripticas: Sporothrix albicans (anteriormente Sporoth¬ 
rix pallida), Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix 
luriei, Sporothrix mexicana e Sporothrix schenckiisensu stricto. As 
especies desse complexo sao dimorficas e apresentam uma 
fase filamentosa em vida livre e uma fase leveduriforme nos 
tecidos. Com base no S. schenckii lato sensu, a morfologia em 
vida livre e caracterizada pela presenga de hifas (1 a 2 pm) 
septadas, hialinas e ramificadas, alem de conidios elipticos (2 
a 4 x 3 a 5 pm) e triangulares. No estado parasitario, se apre- 
senta como celulas de levedura (1 a 2 X 7 a 9 pm) pequenas 
e largas, em forma de charuto ou naveta e com um unico 
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brotamento em um dos polos. Classicamente, tem-se con- 
siderado que a fase teleomorfica do genero Sporothrix esta 
em Ceratocystis sp. (Filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, 
ordem Microascales), no entanto, alguns estudos tem sugerido 
que Ophiostoma sp. (Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, 
Ordem Ophiostomatales) seja tambem um teleomorfo do ge¬ 
nero Sporothrix. O habitat natural desse grupo de fungos parece 
ser solo e vegetais em decomposigao. Normalmente, ambientes 
com temperatura entre 26 °C e 27 °C e humidade relativa 
de 92% a 100% favorecem o desenvolvimento saprobio des¬ 
se microganismo. A esporotricose e de distribuigao universal, 
sendo mais encontrada em areas tropicais e temperadas. No 
entanto, a maioria dos casos tem sido relatada na America 
do Norte, Mexico e America Central, Colombia e Brasil. A 
infecgao e prevalente entre os individuos que manipulam 
plantas ou material de natureza vegetal. Dessa forma, carpin- 
teiros, empalhadores, agricultores, jardineiros e floricultores 
sao frequentemente acometidos. Diferengas entre sexo, idade 
e ra^a nao tem sido descritas. No entanto, a predominance 
de um ou outro grupo esta associada a exposigao a fontes de 
infec^ao e/ou a areas de endemicidade. Alem do tamanho da 
carga infectante, o grau de desnutrigao e o comprometimen- 
to imunologico sao importantes fatores predisponentes para 
a esporotricose disseminada, que e considerada uma doenga 
oportunista. Tipicamente, a forma cutanea localizada afeta 
pacientes em bom estado de higidez e com idade inferior 
a 30 anos, bem como criangas. Em Medicina Veterinaria, os 
animais mais acometidos sao gatos, caes e cavalos. 

Clinica e patologia 

Em geral, a esporotricose e decorrente da implantagao 
traumatica de elementos infectantes do complexo Sporothh- 
rix schenckii no sistema tegumentar. Menos frequentemente, 
o fungo pode atingir os tecidos do hospedeiro pela via pul- 
monar. O espalhamento da doenga pode ocorrer por disse¬ 
minates hematogenic as ou linfaticas. Uma forma cutanea 
(linfocutanea e dermo-epidermica), uma extracutanea (dis¬ 
seminada) e outra pulmonar sao os principais tipos clinicos 
observados. Apos um periodo de poucos dias ou alguns me- 
ses, surge, no sito de implanta^ao, na pele (face, tronco ou 
membros), uma papula consistente, indolor e movel. Poste- 
riormente, essa lesao papular se infiltra, forma um nodulo e 
passa a apresentar uma Colorado purpura. Na sequencia, os 
nodulos necrosam e produzem uma lesao primaria denomi- 
nada cancro esporotricotico ou esporotricoma. Sao formadas 
em seguida ulceras de fundo avermelhado e granulomato- 
so e bordos irregulares, que drenam uma secre^ao serosa ou 
purulenta. Edemas, crostas sero-hematicas e nodulos satelites 
surgem em torno dessas lesoes ulceradas. Adenopatias locais 
ou regionais acompanham a evolugao clinica do processo. Al- 
gumas vezes, pequenas ulceras constituem a lesao primaria, 
ao inves de papulas ou nodulos, demonstrando uma natureza 
cutanea das lesoes mais do que subcutanea. A histopatologia 
dessas ulceras permite a visualizagao de celulas de leveduras 
e elementos hifalicos que nao sao encontrados em areas mais 
profundas. O tronco linfatico adjacente e tambem secun- 


dariamente comprometido, tornando-se endurecido e com 
nodulos e ulceras drenantes em seu trajeto, ate o linfonodo 
regional (linfangite nodular ascendente). De maneira espo- 
radica, essa forma linfocutanea da doenga pode resolver-se 
espontaneamente, contudo, o mais comum e a cronicidade. A 
esporotricose que acomete pacientes sensibilizados de areas 
endemicas pode apresentar um comportamento lesional par¬ 
ticular, com placas verrucosas e/ou acneiformes, de bordos 
elevados e violaceas, eritema papular ou macular e ulceras 
que se mantem no local da lesao e nao atingem os vasos 
linfaticos. Classicamente, essa forma localizada e de evolugao 
cronica, que acomete face, pescogo, tronco, bragos e maos, e 
conhecida como esporotricose dermo-epidermica. A mani¬ 
festable mais comum da doen^a extracutanea e disseminada, 
que se segue as lesoes cutaneas, e a esporotricose osteoarti- 
cular (osteomielite, artrite, tenossinovites e periosteites). Essa 
forma compromete, principalmente, os ossos das maos, pes e 
joelhos, cursando com dor, limitagao funcional, tumefagao, 
rubor e calor e derrame articular serossanguinolento. Oca- 
sionalmente, os pulmoes podem ser acometidos apos inalagao 
de conidios do complexo S. schenckii ou em decorrencia de 
disseminagao hematogenica, nas formas multifocais de espo¬ 
rotricose, o que e incomum. A doenga pulmonar pode apre¬ 
sentar uma evolu^ao levemente aguda ou cronica, progressiva 
e fatal. No entanto, ha relatos, na literatura de cura espontanea. 
Os sintomas sao inespecificos e incluem tosse, expectoragao 
produtiva, febre, perda de peso, astenia, dor toraxica, derrame 
pleural e hemoptise. Os achados radiologicos comprovam a 
presenga de lesoes infiltrativas ou nodulares (localizados ou 
miliares) biapicais ou pericavitarias, cavidades de paredes fi- 
nas, adenomegalia hilo-mediastinal e fibrose. Outros sitios 
anatomicos, como sistema nervoso central, cornea e globo 
ocular e seios nasais podem ser tambem comprometidos, em 
consequencia da inocula^ao traumatica ou disseminagao vas¬ 
cular do complexo S. schenckii. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame direto e histopatologia: como os elementos 
leveduriformes do complexo S. schenckii estao, em geral, 
presentes em pequenas quantidades nos tecidos, o exame 
direto e as coloragoes teciduais pela hematoxilina e eo- 
sina (HE), acido periodico de Schiff (PAS) e Gromori- 
Grocott (prata), calcofluor branco, alem do Gram e 
Giemsa, sao pouco uteis para o diagnostico presuntivo de 
esporotricose. Todavia, quando detectadas, as leveduras 
do complexo S. schenckii apresentam uma forma ovoide 
ou de charuto com gemulagao polar. Em lesoes superfi¬ 
cial, fragmentos de hifas podem estar tambem presentes. 
Algumas vezes, podem ser encontradas estruturas teci¬ 
duais conhecidas como corpos asteroides. Tipicamente, 
essas estruturas se formam em torno do agente fungico, 
produzindo uma bainha eosinofilica radiada, sendo de- 
correntes da deposi^ao de imunoglobulinas. 

■ Cultura: o diagnostico defmitivo de esporotricose e 
obtido por isolamento a partir dos especimens clinicos 
e pela identifica^ao do complexo S. schenckii. O fungo 
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cresce bem em meios como agar de Sabouraud dextro- 
sado (SDA), agar BHIA e agar sangue, a temperatura de 
24 °C a 28 °C. Alem disso, por ser resistente a antibio- 
ticos e cicloheximida, o agar mycosel ou micobiotico 
tambem pode ser empregado. A taxa de isolamento e 
alta e, normalmente, uma colonia filamentosa esta pre¬ 
sente em 3 a 5 dias. A indugao da formagao de micelio 
e conidiagao pode ser feita com o uso de agar milho ou 
agar malte. O diagnostico de esprotricose e concluido 
com a obtengao da fase leveduriforme do fungo em agar 
BHIA ou agar sangue, a 37 °C. De maneira geral, a con- 
versao a fase de levedura esta restrita a borda da colonia. 
O estado leveduriforme tambem pode ser conseguido 
com a inoculagao em animais de laboratorio. 

Sporothrix schenckii Hoktoen et Perkins, 1900. 

Fase filamentosa: 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimen- 
to e rapida, atingindo a maturidade em 4 dias. A 
30 °C, as colonias sao pequenas (alcangam 3 a 4 cm 
em 2 semanas), planas, umidas, glabrosas ou mem- 
branosas e leveduriformes, tornando-se, em segui- 
da, consistentes, rugosas e com dobras. A superficie 
central pode ser altamente rugosa e quebradiga. A 
pigmentagao das colonias varia grandemente; elas 
sao, inicialmente, brancas ou creme, mas tornam- 
-se amarelas, marrom-escuro, cinza-escuro ou, fre- 
quentemente, negras. Alguns isolados apresentam-se 
negros desde o inicio, enquanto outros demoram 
muito ou nunca se tornam escuros. As colonias di- 
ficilmente sao flocosas ou algodonosas. Apesar de 
as hifas aereas serem raras, pode ser produzido um 
pequeno micelio aereo, dando um aspecto velutino 
a cultura. O reverso e hialino. 

■ Morfologia microscopical as hifas sao hialinas, 
delgadas (1 a 3 pm de diametro), septadas e ramifi- 
cadas. Os conidioforos sao delgados e afilados, eretos 
ou decumbentes, com 1 a 2 pm de diametro na base 


e 0,5 a 1 pm na extremidade e se desenvolvem em 
angulos retos, a partir da hifa vegetativa. Uma ex- 
pansao na extremidade dos conidioforos forma uma 
vesicula com denticulos que dao origem a conidios 
simples, resultando em um arranjo em forma de flor. 
A esporulagao pode ocorrer tambem lateralmente 
no conidioforo ou diretamente na hifa vegetativa. 
Dois tipos de conidios podem ser produzidos. Um 
tipo e hialino, de paredes delgadas, oval a eliptico 
ou piriforme, medindo 2 a 3 x 3 a 6 pm e produ¬ 
zido em bouquet no apice dos conidioforos ou dire¬ 
tamente na hifa vegetativa. O outro tipo e escuro, 
de paredes espessas, esferico a oval ou triangular, e 
mede de 2 a 4 pm; e formado em pequenos den¬ 
ticulos ou delicados conidioforos ao longo da hifa 
vegetativa. A intensidade da pigmentagao da colonia 
esta diretamente ligada a quantidade de conidios de 
paredes escuras produzidos. 

Fase leveduriforme: 

■ Morfologia macroscopica: a 37 °C, a colonia 
e branca a amarelo-acinzentada, de consistencia 
pastosa e leveduriforme. Algumas vezes e glabrosa, 
semelhante as colonias de bacterias. 

■ Morfologia microscopica: as celulas de levedura 
gemulantes (1 a4 X 3 a 10 pm) sao esfericas, ovais e 
em forma de charuto. 

A caracterizagao fenotipica das especies do complexo 
Sporothrix schenckii pode ser procedida com base na morfo¬ 
logia dos conidios, considerando o tipo (sessil e simpodial), 
tamanho (medida do diametro da colonia), formato (obo- 
voides, globosos, semiglobosos, triangulares, cuneiformes e 
elipsoides) e coloragao (hialinos, subhialinos e demaceos) 
dessas estruturas, termotolerancia (37 °C) e assimilagao de 
carboidratos (sacarose, rafmose e ribitol). Resumidamente, 
as caracteristicas morfofisiologicas a serem consideradas para 
a identifica^ao das especies do complexo S. Schenckii sao 
apresentadas no Quadro 63.3. 


Quadro 63.3 Principais aspectos morfologicos e bioqufmicos para a diferencia^ao das especies do complexo Sporothrix 


schenckii. 


Presenga de 

Colonias em BDA 

Termotolerancia 

Assimilacao 

Fungo 

conidios sesseis 
pigmentados 

30 °C/21 dias > 50 mm 

37 °C 

Sacarose 

Rafinose 

5. albicans 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

S. brasiliensis 

+ 

- 

+ 

- 

- 

S. globosa 

+ 

- 

- 

+ 

- 

S. luriei 

- 

- 

+ 

- 

+/- 

S. mexicana 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

S. schenckii sensu stricto 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 
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■ Metodos nao culturais: Apesar de tecnicas sorologicas 
(aglutinagao em tubo, aglutimagao em latex, imunodifu- 
sao em agar, imunoeletroforese, contraimunoeletroforese, 
imunofluorescencia indireta e ELISA) estarem diponiveis, 
essas provas mostram consideravel variagao na sensibilida- 
de e especificidade e seu emprego esta mais limitado ao 
diagnostico das formas extracutaneas da esporotricose. De 
qualquer modo, a utilizagao do sorodiagnostico deve estar 
associada a uma forte suspeita clinica. Com relagao aos 
testes cutaneos com esporotriquina, estes tern maior apli- 
ca^ao nos estudos epidemiologicos do que no diagnostico 
de casos clinicos. A radiografia de torax pode comprovar 
a presenga de infiltragao miliar, areas de opacidade locali- 
zada, cavita^ao, atelectasia e adenopatias hilomediastinais. 
Nao ha tendencia a calcifica^ao das lesoes resolvidas. A 
forma osteoarticular da esporotricose tambem pode ser 
visualizada em imagens radiograficas. 

Diagnostico diferencial 

Uma grande variedade de processos patologicos pode 
mimetizar as alteragoes produzidas pela esporotricose. As for¬ 
mas cutaneas devem ser distinguidas de blastomiocose, cro- 
momicose, micetoma, paracoccidioidomicose, leishmaniose, 
carbunco, sifilis, tuberculose cutanea e infecgoes por Nocardia 
sp. e Staphylococcus sp. Na forma pulmonar, sarcoidose, tuber¬ 
culose, neoplasias e outras micoses devem ser consideradas. A 
artrite reumatoide pode se assemelhar a esporotricose ossea. 
A esporotricose de cornea e clinicamente indistinguivel de 
outras ceratites. 

Prognostico e tratamento 

As formas cutaneas e linfocutaneas sao de evolu^ao cro- 
nica, o paciente apresenta bom estado geral e o prognosti¬ 
co e favoravel com o tratamento. Entretanto, o prognostico 
e grave, no caso das formas disseminadas e algumas formas 
pulmonares.Tradicionalmente, o tratamento da esporotricose 
cutanea e linfocutanea tern sido feito com a administrate de 
iodeto de potassio ou iodeto de sodio. A aplica^ao local de 
calor tern sido utilizada para tratar aquelas formas cutaneas 
pouco complicadas. Atualmente, a quimioterapia antifungica 
com derivados azolicos (itraconazol, posaconazol e flucona- 
zol), politicos (anfotericina B deoxicolato e lipidica), alila- 
minas (terbinafma), 5-fluorocitosina, griseofulvina e iodeto 
de potassio tern sido empregada para o tratamento de todas 
as formas de esporotricose. Dependendo das circunstancias 
clinicas, corticoterapia e intervengao cirurgica podem ser 
tambem propostas. 

■ EUMICETOMA 
Etiologia e epidemiologia 

O eumicetoma e uma sindrome cronica que comprome- 
te o tecido cutaneo e subcutaneo, fascias e ossos. Pes e mem- 
bros inferiores sao os principais sitios afetados. No entanto, 
tern sido tambem relatado o envolvimento de maos, tronco, 


pescogo, nuca, couro cabeludo e seios paranasais. Clinica¬ 
mente, o eumicetoma se carateriza por apresentar tumefa^ao, 
tratos sinuosos e formagao de graos de coloragao branca ou 
negra.A etiologia dessa condigao e extremamente heteroge- 
nea e fungos dos Filos Deuteromycota (fungos anamorficos) 
e Ascomycota tern sido isolados. Dentre esses agentes, Ma- 
durella mycetomatis e Madurella grisea sao microrganismos de 
ocorrencia mais frequente. Outros isolados sao Acremonium 
falciforme , Acremonium kiliense, Acremonium recifei, Aspergillus ni- 
dulans, Cylindrocarpon destructans, Exophialajeanselmei, Fusarium 
monilifrome, Fusarium solani, Feptosphaeria senegalensis, Feptos- 
phaeria tompkinsii, Neotestudina rosatii, Pseudoallescheria boydii 
e Pyrenochaeta romeroi. Os fungos produtores de eumicetoma 
sao saprobios de solo e vegetais e sua distribui^ao na nature- 
za parece ser influenciada pelo clima. A doen^a e prevalente 
em regioes tropicais e subtropicais e apenas ocasionalmente 
e observada em zonas temperadas. Areas de endemicidade 
sao encontradas em paises da Africa, America Latina, Oriente 
Medio e Asia. O grupo de pessoas mais afetado e composto, 
principalmente, por pacientes do sexo masculino com idade 
entre 20 e 50 anos, que vivem e trabalham em areas rurais. 

Clinica e patologia 

Os agentes fungicos sao implantados no tegumento por 
traumatismos com material lacerante de natureza vegetal. O 
pe (dorso, planta e tornozelo) e a regiao anatomica mais aco- 
metida, compreendendo cerca de 70% a 80% dos casos. Nor- 
malmente, o estado geral dos pacientes nao se altera com a 
doenga. A infec^ao surge no local do traumatismo como no- 
dulos subcutaneos pequenos, elevados, endurecidos, indolores 
e nao aderidos as estruturas subjacentes que, normalmente, 
sao recobertos por pele fina e estirada e de coloragao viola- 
cea a avermelhada. Com a progressao da infecgao, os nodulos 
amolecem, fistulam e ulceram, drenando um exsudato puru- 
lento e viscoso, contendo graos. As lesoes nodulares podem 
persistir ou evoluir lentamente para formar grandes placas 
supurativas e areas multilobuladas e tumorais. A superficie 
dessa regiao se apresenta distendida, despigmentada, atrofica, 
cicatricial e crostosa, com numerosos abscessos, que se for- 
mam conectados a tratos sinuosos, que surgem como vasos 
sob a pele lesionada. Fistulas e ulceras cutaneas, que drenam 
descargas purulentas e sanguinolentas e graos, sao formadas a 
partir desses tratos sinuosos. A infec^ao tambem avanga por 
contiguidade a pianos subcutaneos, atingindo fascias, ossos 
(osteolises) e articulates (artrites). Nervos, musculos e ten- 
does e vasos sanguineos parecem ser relativametne resistentes 
a invasao fungica. Metastases linfaticas sao pouco comuns. 
Normalmente, a fungao dos membros nao e comprometida 
ate os ultimos estagios da doenga, quando uma sensibilidade 
dolorosa pode surgir. Nessa fase, podem estar presentes ade¬ 
nopatias satelites, necrose e gangrena.As infecgoes bacterianas 
secundarias sao importantes complicates. Deformates ana- 
tomicas tambem podem ser observadas. 

Uma forma clinica associada ao eumicetoma e o mi¬ 
cetoma causado por actinomicetos aerobios ( Actinomadura 
madurae , Actinomadura pelletieri , Streptomyces somaliensis , No- 
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cardia asteroides , Nocardia brasiliensis , Nocardia otitidiscaviarum e 
Nocardiopsis dassonvillei) . O actinomicetoma e semelhante ao 
micetoma fungico, tanto no aspecto clinico quanto no histo- 
patologico. A via de infecgao e por traumatismo com mate¬ 
rial vegetal, a evolugao e cronica e,por contiguidade, acomete 
tecidos e estruturas adjacentes, e a triade clinica (tumefagao, 
tratos sinuosos e graos) tambem esta presente. A doenga segue 
o mesmo padrao epidemiologico, sendo, igualmente, mais 
encontrada em zonas tropicais e subtropicais. No entanto, 
ao contrario dos eumicetomas, os actinomicetomas parecem 
apresentar um curso mais maligno e destrutivo e menos lo- 
calizado, com invasao de musculos e multiplas e pequenas 
lesoes osseas. Alem disso, morfologicamente, essa condigao e 
menos defmida do que os eumicetomas. O envolvimento de 
couro cabeludo, da nuca e do dorso do tronco pode redun- 
dar em meningoencefalites decorrentes de invasao dos ossos 
cranianos e vertebrais. A botriomicose e outro processo rela- 
cionado clinica e patologicamente aos micetomas por fungos 
e actinomicetos. Essa entidade e causada por bacterias como 
Actinobacillus lignieressi , Escherichia coli, Proteus sp .,P aeruginosa e 
Staphylococcus sp., que produzem uma lesao piogranulomatosa 
cronica do teciodo cutaneo e subcutaneo, com produgao de 
graos. Essas lesoes se apresentam, ainda, tumorais e localizadas 
e acometem frequentemente os membros inferiores e pes. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame microscopico direto e hitopatologia: a 

visualizagao de graos de coloragao branca, amarela ou 
negra no material clinico tratado com KOH de 10% 
a 20%, permite o diagnostico presuntivo de micetoma. 
Para a diferenciagao entre eumicetoma e actinomice¬ 
toma devem ser avaliados tamanho, cor, consistencia e 
estrutura desses graos. Os graos de eumicetoma apresen¬ 
tam um tamanho de ate 2,0 mm e sao formados por 
hifas com 2 a 6 pm de largura, com vesiculas grandes 
(15 pm) e globosas na margem. Nos actinomicetomas, 
os graos tern dimensoes que podem chegar a 10 mm 
e sao constituidos por filamentos tubulares com diame- 
tros de 0,5 a 1,0 pm e elementos cocoides e bacilares. A 
histopatologia com hematoxilina e eosina (HE) permi¬ 
te visualizar graos de aspecto amarronzado, quando se 
tratar de eumicetoma, e homogeneamente eosinofilico, 
quando for actinomicetoma. A colora^ao de Gram e 
de pouco valor para a determinagao dos elementos 
fungicos, mas em actinomicetomas e possivel visualizar 
filamentos finos e ramificados Gram-positivos. O em- 
prego de preparagoes micopatologicas, acido periodico 
de Schiff (PAS) e Gromori-Grocott (prata) permite 
determinar a natureza fungica dos graos, identificando, 
especificamente, o eumicetoma. A morfologia dos graos 
pode ser assim descrita: 

■ Acremonium sp.: Graos: os graos sao brancos a ama- 
relo-claros, macios e de tamanho variavel, medin- 
do em torno de 1,5 mm. Esses sao compostos de 
densa massa delgada de hifas hialinas septadas com 
vesiculas ou hifas dilatadas. Os graos, em alguns ca- 


sos, podem ser semelhantes aos do Fusarium sp. ou 
P boydii. Os graos de P boydii , contudo, tendem a 
conter numerosas vesiculas. 

Exophiala jeanselmei: Graos: os graos sao serpigi- 
nosos ou vermiformes, com centro oco. Esses sao 
negros ou marrom-escuros, de consistencia macia e 
de tamanho variavel, medindo em torno de 1 mm. 
As hifas da parte externa ou da superficie de cresci- 
mento sao compostas por hifas marrons, de paredes 
espessas e celulas dilatadas, que medem 5 a 10 pm. A 
parte interna do grao e composta por hifas menores 
e degeneradas e fragmentos hifalicos. Leucocitos e 
celulas gigantes podem ser encontrados dentro do 
grao oco. 

Leptosphaeria sp. (L senegalensis e L. tompkinsii): Graos: 
os graos sao negros a marrom-escuros, macios, tu¬ 
bulares, alcangando 1 mm de diametro. Algumas 
vezes, grandes agregados de fragmentos de gaos 
“velhos” podem ser encontrados ao lado de graos 
de tamanho normal. Podem ser ocos com uma 
periferia escura, lembrando os de E. jeanselmei, P 
romeroi e M. grisea. Contudo, os graos de Leptosphaeria 
sp. apresentam vesiculas bem maiores (15 a 40 pm) 
e numerosas hifas arranjadas irregularmente. A zona 
periferica escura pode ser de 30 a 60 pm de lar¬ 
gura, com um cemento marrom, no qual as vesi¬ 
culas estao embebidas. A parte central dos graos 
pode ser livre de filamentos fungicos ou pode ser 
preenchida com substancia marrom e com alguns 
filamentos fungicos septados e vesiculas. As vesiculas 
(1 mm) tern paredes escuras. A coloragao pelo acido 
periodico de Schiff (PAS) ou por Gromori-Grocott 
(prata) diferem os elementos fungicos prontamente. 
Madurella mycetomatis: Graos: os graos sao negros, 
firmes e globosos, ovais ou lobulados e “quebra- 
digos”. Usualmente, tern 0,5 a 1 pm, mas podem 
atingir ate 5 pm, quando ha agregagao de alguns 
graos. Os graos sao compostos por hifas marrom- 
-claras que tern 1 a 5 pm e apresentam celulas ter¬ 
minals expandidas de 12 a 15 pm, podendo chegar 
a 30 pm, na margem dos graos. Dois tipos de graos 
sao descritos. O primeiro e compacto e preen- 
chido com um cemento granular marrom-escuro 
entre os elementos hifalicos. Quando a coloragao 
com a hematoxilina e eosina (HE) e empregada, 
essa matriz se apresenta com coloragao marrom- 
-ferrugem. O outro tipo, denominado vesicular, 
apresenta um centro claro e as hifas da periferia sao 
marrons e preenchidas com vesiculas que medem 
6 a 15 pm de diametro. 

Madurella grisea: Graos: os graos sao negros, globosos 
a lobulados, alcangam 1 mm de diametro; macios, 
inicialmente, mas tornam-se firmes e “quebradigos”. 
Diferentemente dos graos solidos da M. mycetomatis , 
os graos da M. grisea tern cores claras ou sao nao 
pigmentados nas areas centrais e apresentam uma 
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frouxa rede de hifas hialinas e pequenas (1 a 3 pm), 
semelhante a uma cadeia de celulas de levedura ge- 
mulantes, e material intersticial marrom na periferia. 

■ Neotestudina rosatii: Graos: os graos sao esfericos ou 
mais ou menos poliedricos, brancos a amarronza- 
dos, macios e medem 0,5 a 1,5 mm. Um cemento 
pigmentado ou hialino em torno de hifas convolu- 
tas (em espiral) e evidente nesses graos. As hifas da 
camada externa sao delgadas, septadas e ramificadas. 
Em diregao ao centro dos graos, as hifas se quebram 
para dar origem a celulas em forma de vesiculas. A 
visualizagao de um cemento claro com uma perife¬ 
ria escura e vesicular e caracteristica dessa especie. 

■ Pseudoallescheria boydii: Graos: os graos sao grandes 
(ate 2 mm), brancos a amarelos, macios a firmes, 
subglobosos a lobulados. As hifas da parte central 
sao hialinas e medem de 2 a 5 pm. Na periferia, as 
hifas sao largas, septadas e entrela^adas, mostrando 
numerosas celulas dilatadas ou vesiculas, globosas a 
subglobosas (15 a 20 pm). 

■ Pyrenochaeta romeroi: Graos: os graos sao macios, ne- 
gros, esfericos, tubulares e irregularmente curvados 
(vermiformes), medindo 0,5 a 1,5 pm de diametro. 
Os graos sao desprovidos de material intersticial e a 
parte central e de cola^ao mais clara, aumentando 
de intensidade em diregao a periferia. Celulas dila¬ 
tadas sao encontradas na margem dos graos. 

■ Cultura: Os graos devem ser inoculados em agar 
de Sabouraud dextrosado, suplementado com an- 
tibioticos e sem cicloheximida, para o isolamento 
de culturas fungicas. A incuba^ao deve ser feita por 
um periodo de 5 a 10 semanas, a 30 °C e 37 °C. 
O estudo das estruturas conidiais e dos ascocarpos 
e a base para a identifcagao das especies dos Filos 
de Deuteromycota e Ascomycota, respectivamente. 
Para tanto, outros meios como agar milho, agar ba¬ 
tata dextrosado (BDA) e agar Czapec-Dox podem 
ser necessarios. 

■ Metodos Nao Culturais: a radiografia e a tomografia 
computadorizada podem detectar anormalidades, 
como aumento da densidade de tecidos moles afe- 
tados, hipertrofia ossea e proliferagao de periosteo, 
fusao ossea, osteolise e cavitagoes, osteoporose e in- 
filtragao medular. Os achados radiograficos permitem 
a avaliagao do grau de comprometimento do orgao 
e o estabelecimento de estrategias terapeuticas. A ul- 
trassonografia e a ressonancia magnetica podem ser 
tambem empregadas no diagnostico por imagem de 
micetomas. Provas sorologicas (teste de imunodifu- 
sao) com antigenos citoplasmaticos tern sido utiliza- 
das na detec^ao de anticorpos, para agentes fungicos. 

Diagnostico diferencial 

Os processos a serem considerados sao aqueles que em 
algum momento da evolugao clinica apresentam lesoes no- 
dulares, abscessos, fistulas, supuragao, fibrose ou granulates. 


Cromoblastomicose, esporotricose, micetoma dermatofitico, 
actinomicose, sifilis, tuberculose, botriomicose ou granuloma 
piogenico devem ser diferenciados dos eumicetomas. 

Prognostico e tratamento 

Normalmente, os eumicetomas nao trazem riscos a vida 
dos pacientes e, nesse sentido, seu prognostico e bom. No 
entanto, algumas lesoes podem comprometer a fungao dos 
membros e terem como opgao terapeutica tratamentos nao 
conservantes. Os micetomas causados por fungos respon- 
dem pobremente a quimioterapia antifungica. As drogas com 
maior efetividade sao o cetoconazol eoitraconazol que, com 
frequencia, sao adminstradas em doses mais elevadas. Fluco- 
nazol, miconazol, posaconazol e voriconazol, todavia, podem 
ser tambem utilizados. Griseovulvina, anfotericina B e iodeto 
de potassio podem ser outras propostas propedeuticas. Inter¬ 
venes cirurgicas com desbridamento da lesao e/ou ampu- 
tagao de membros podem ser requeridas. A combinagao de 
terapia farmacologica e cirurgia parecem ser a mais adequada; 
contudo, recorrencias tern sido relatadas. 

■ FEOIFOMICOSE 
Etiologia e epidemiologia 

A feoifomicose compreende um grupo heterogeneo de 
infecgoes determinadas por uma grande variedade de fungos 
de colora^ao negra. O fator comum entre esses organismos 
e a produgao de pigmentos menaloides na parede celular, o 
que confere uma coloragao escura aos elementos fungicos. 
Nao obstante a diversidade de quadros clinicos, os agentes 
da feoifomicose sao observados nos tecidos como filamentos 
septados e ramificados de aspecto negro ou demaceo. A feoi¬ 
fomicose pode ser considerada uma entidade histopatologica, 
mais do que uma entidade clinica. Os agentes da feoifomicose 
sao, normalmente, encontrados na natureza como saprobios 
de solo e vegetais, atingindo o parenquima de orgaos e te¬ 
cidos pela inalagao e, mais frequentemente, por traumatismo 
por corpos vulnerantes de natureza vegetal Estima-se que 
associados a feoifomicose existam cerca 70 generos com mais 
de 150 especies fungicas. Contudo, a cada ano, novas especies 
sao isoladas e incorporadas ao grupo de agentes etiologicos. 

Dentre os principais fungos envolvidos em casos de 
feoifomicose podem ser citados: Alternaria sp., Aureobasidium 
pullulans, Bipolaris sp., Cladosporium sp., Chaetomium sp., Cur- 
vularia sp., Drechslera sp., Exserohilum sp., Phaeacremonium sp., 
Phialophora sp., Phoma sp., Helminthosporium sp., Neoscytalidium 
sp. A maioria desses fungos pertence ao Filo Deuteromyco¬ 
ta. Esses organismos sao distribuidos na natureza de maneira 
ampla, sendo, tipicamente, cosmopolitas e ubiquitarios e con- 
taminantes dos ambientes, podendo ser isolados de vegeta^ao, 
solo, agua, domicilios e hospitals. A feohifomicose acomete 
ambos os sexos indistintamente, mas predomina em indivi- 
duos adultos do sexo masculino. Em relagao a idade, tern sido 
observado em criangas e idosos. No entanto, parece acometer 
pacientes entre 30 e 50 anos. Nao ha predisposi^ao de grupos 
etnicos ou ocupacionais y todavia lavradores e agricultores sao 


capitulo 63 


741 



Tratado de Analises Clinicas 


frequentemente associados com essa enfermidade. A maioria 
dos pacientes e de individuos imunocomprometidos, que tem 
como patologia de base tumores solidos ou hematologic os, 
doengas degenerativas, infecciosas e metabolicas, desnutrigao, 
politraumatismo, bem como podem estar submetidos a corti- 
coterapia, cateterismo, dialise e transplantes. 

As varias formas de feoifomicose podem apresentar di- 
ferengas em sua distribui^ao e taxa de incidencia. A feohifo- 
micose cutanea e subcutanea e observada nas areas tropicais, 
subtropicais e temperadas. As lesoes cisticas ocorrem, princi- 
palmente, em adultos com mais de 50 anos (50%). Nao ha 
predisposigao de sexo ou ra^a, todavia, pacientes imunocom¬ 
prometidos parecem ser mais predispostos. Essas lesoes sao 
frequentes em trabalhadores de areas rurais. Lesoes cerebrais 
tambem apresentam uma distribuigao mundial, sendo repor- 
tada na Europa, Asia, Africa e America. Acomete, comumente, 
pacientes entre 20 e 40 anos de idade. Entre os sexos, a taxa 
de morbidade e claramente maior para o sexo masculino. Pre- 
disposigoes raciais ou ocupacionais nao tem sido observadas. 

Clinica e patologia 

A feoifomicose pode ser classificada em superficial, 
subcutanea, sistemica e visceral. A doen^a superficial e nor- 
malmente representada por queratomicoses, otomicoses e 
onicomicoses. Aquela considerada subcutanea e representada 
pelo cisto feoifomicotico. A doenga sistemica ou viceal esta 
ligada a feoifomicose profunda ou de orgaos inter nos. Impor- 
ta mencionar, no entanto, que aquelas condigoes clinicamen- 
te bem estabelecidas e especificas, como tinea nigra, piedra 
negra, cromoblastomicose e feomicetoma (caracterizada pela 
presenga de graos negros) nao sao incluidas na feoifomicose. 

As manifestagoes dermatologicas sao variadas nessa con- 
digao. As infec^oes superficiais, comumente causadas por 
Neocytalidium sp., sao cronicas e secas e afetam a palma da mao 
e planta dos pes, podendo produzir rachaduras interdigitais e 
hiperqueratose assintomatica. Unhas se apresentam distroficas 
e escurecidas (meloniquia fungica), onicolise e espessamen- 
to. Frequentemente, esse quadro clinico e indistinguivel das 
infecgoes por dermatofitos e outros fungos negros, causando 
lesoes subungueal distal, distrofica total e paroniquia. 

A feoifomicose subcutanea, tipicamente e decorrente 
de implanta^ao traumatica, tendo como apresenta^ao clinica 
mais usual o cisto feoifomicotico (nodulo ou abscesso), que 
surge na tela subcutanea e que pode se desenvolver em qual- 
quer parte do corpo (joelhos, dedos, maos, pulsos, nadegas, 
face, pesco^o e couro cabeludo). A lesao e encapsulada e as¬ 
sintomatica, podendo atingir cerca de 2 cm de diametro. Em 
geral, esses nodulos sao solitarios e localizados, apresentando 
papulas e abscessos como origem. 

A forma subcutanea nodular disseminada e menos fre- 
quente, sendo visualizada em pacientes imunocomprome¬ 
tidos. Essa forma e encontrada em membros inferiores e 
superiores, contudo, pode haver disseminagao para outras 
regioes. A enfermidade tem inicio como uma papula que se 
desenvolve de forma lenta, ate formar um ou varios nodulos, 
que dao um aspecto verrucoso a lesao. Nao ha purido e nem 


dor a palpagao. Pode evoluir para um processo cistoide duro 
de varios centimetros. Alem disso, pode haver a formagao de 
ulceras e drenagem de secregoes purulentas contendo hifas 
negras. Os nodulos sao pequenas massas indolentes, palpaveis 
e nao unidas a epiderme. A area central pode sofrer necrose, 
determinando a formagao de abscesso encapsulado. 

A feoifomicose invasiva, disseminada ou cerebral, esta, 
em geral, associada a pacientes imunocomprometidos e, mui- 
to raramente, a pacientes imunocompetentes. Os pacientes 
imunocomprometidos sao aqueles submetidos a transplantes 
de orgaos ou medula ossea, corticoterapia, citostatico e cirur- 
gias, neutropenicos, politraumatizados, queimados e doengas 
neoplasicas. Normalmente, a via de entrada esta relacionada 
com a inalagao de conidios e elementos fungicos em suspen- 
sao no ar atmosferico, determinando um quadro pulmonar, 
que pode ser assintomatico ou haver dissemina^ao a outros 
orgaos, incluindo o encefalo, onde a formagao de abscessos 
e o aspecto clinico mais conspicuo. Uma sindrome neurolo- 
gica pode estar presente com um quadro de cefaleia, astenia, 
adnamia, perda de memoria e confusao mental, diplopia e 
estrabismo, incoordenagao motora, coma, parada respiratoria 
e morte. Outras formas relacionadas ao trato respiratorio sao 
sinusites cronicas e invasivas, quadros de asma, pneumonia, 
nodulos parenquimatosos assintomaticos ou lesoes endobran- 
quiais, que podem produzir hemoptise. A doenga disseminada 
pode estar ainda associada a endocardites, osteomielites, eso- 
fangites e fungemias. 

A rinosinusite feoifomicotica, que acomete pacientes 
imunocompetentes, pode levar a sinusites cronicas e a forma- 
£ao unilateral de bola fungica nos seios paranasais esfenoidais 
e etmoidais. Nessa sindrome, ha obstru^ao nasal cronica e 
descarga retronasal. Casos assintomaticos podem ocorrer, mas 
frequentemente essa condigao cursa com dor. 

Diagnostico laboratorial 

A determinagao da etiologia apresenta certa dificulda- 
de, tendo em vista a heterogeneidade dos agentes causais e a 
multiplicidade dos aspectos clinicos. Os fungos envolvidos na 
feoifomicose sao contaminantes dos ambientes, sendo o estudo 
micologico baseado em metodos morfologicos que, pela gran¬ 
de variedade de especeis e a necessidade de conhecimentos 
taxonomicos, torna o diagnostico laboratorial complexo. 

■ Exame direto e histopatologia: as estruturas fungicas 
presentes nos especimens clinicos podem ser observadas 
em preparagoes a fresco com KOH 10% ou 20%. Ao mi- 
croscopio e possivel encontrar hifas septadas, demaceas e 
ramificadas. Dependendo do agente etiologico, podem 
ser observados, ainda, blastosporos, pseudohifas e artros- 
poros. As hifas podem ter forma, tamanho e espessura 
de parede variados. As coloragoes histopatologicas, como 
acido periodico de Schiff (PAS), Gromoti-Grocott (pra- 
ta) e Fontana-Masson sao uteis na detec^ao do elemento 
fungico tecidual. 

■ Cultura: o isolamento dos agentes causais pode ser 
procedido em meios de rotina utilizados no laboratorio 
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de micologia medica, como agar de Sabouraud dextro- 
sado (SDA), agar batata dextrosado (BDA), agar malte, 
agar infusao de cerebro-cora^ao (BHIA); com frequen- 
cia os fungos isolados sao sensiveis a cicloheximida. Em 
decorrencia disso, culturas pareadas em meios contendo 
antimicrobianos e livres desses devem ser utilizados. As 
culturas devem ser incubadas a temperatura de 30 °C 
e, eventualmente, a 37 C. As macro e micromorfologias 
tipicas estao presentes entre 10 e 20 a 30 dias. O aspecto 
colonial observado e filamentoso, velutino, algodonoso, 
de coloragao acinzentada a negra ou olivacea. Algumas 
culturas podem apresentar uma textura leveduriforme. 

Alternaria Nees ex Wallroth, 1833 nom. cons. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimen- 
to e rapida, atingindo a maturidade em cinco dias. 
A superficie e, inicialmente, branco-acinzentado e 
penugenta; posteriormente, torna-se cinza escuro, 
amarronzada, verde-oliva ou cor de “fumaga”, com 
bordos claros. Pode, eventualmente, ser coberta com 
um pequeno micelio aereo acinzentado. O reverso 
e negro. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao septadas, 
ramificadas e escuras. Os conidioforos sao septados 
e de comprimento variado, curtos e inconspicuos 
ou longos; algumas vezes, ramificados, com conidios 
em sua extremidade. Os conidios isolados ou em 
cadeias sao grandes (7 a 10 x 23 a 34 pm), marrons, 
com septagoes transversals e longitudinals, muri- 
formes, ovalados a alongados, normalmente mais 
arredondados na regiao proxima ao conidioforo e 
mais estreito e afilado na porgao distal, assumindo, 
por isso, uma aparencia de “taco”. 

■ Principals especies: A. alternata, A. atrum/ 
Ulocladium atrum, A. caespitosa/Botryomyces caespitosus, 
A. infectoria/Lewia infectoria. 

Aureobasidium pullulans (De Bary) Arnand, 1918. 

■ Morfologia microscopica: a taxa de crescimento 
e moderadamente rapida, atingindo a maturidade 
em sete dias. A colonia tern, inicialmente, um as¬ 
pecto leveduriforme; e branca a rosada, tornando-se, 
com o tempo, marrom-escuro ou negra, brilhante e 
consistente, elevada, rugosa e com franjas de micelio 
submerso em sua margem. O reverso e negro. 

■ Morfologia microscopica: dois tipos de hifas sao 
produzidas. Um tipo e constituido por hifas hialinas, 
septadas, delgadas e de paredes finas, que produzem 
conidios diretamente a partir da parede celular da 
hifa vegetativa em certos pontos ferteis. O outro 
tipo e formado por hifas demaceas, muito septadas, 
de paredes espessas, com algumas celulas formando 
pequenos tubos ou conidioforos (denticulos) que 
produzem conidios. Os conidios sao hialinos ou 
pigmentados, ovalados a elipticos, medindo 4 a 6 X 
8 a 12 pm, e, apos formados, continuam a se mul- 
tiplicar por gemulagao, dando origem a uma serie 


secundaria de blastosporos em cadeia ou agrupados 
em massa em torno do conidioforo. A germinagao 
dos conidios pode dar origem a colonias leveduri- 
formes de coloragao pigmentadas ou brancas. Estas 
ultimas lembram uma colonia de Candida. As hifas 
tambem podem produzir artrosporos demaceos. 
Todos esses tipos morfologicos podem estar pre¬ 
sentes em quantidades variadas, influenciados pelas 
condigoes de cultivo empregadas. 

Bipolaris Shoemaker, 1959. 

■ Morfologia macroscopica: crescem rapidamente. 
A superficie da colonia pode ser cinza, marrom, cor 
de “fumaga” ou negra e penugenta a velutina. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao septadas, 
ramificadas e marrons. Os conidioforos sao bem 
desenvolvidos, escuros, septados, frequentemente 
simples, mas algumas vezes ramificados. Os conidios 
sao escuros, grandes e horizontalmente pseudossep- 
tados e produzidos por poros na parede do conidio¬ 
foro de maneira isolada. O Bipolaris e semelhante a 
Drechslera na morfologia do conidio e em seu mo do 
de formagao. 

■ Principals especies: B. australiensis/Cochiobolus 
australiensis, B. oryzae, B. hawaiiensis / Cochliobolus ha¬ 
waiiensis, B. spicifera/Cochliobolus spicifer. 

Cladosporium Link ex Gray, 1821. 

■ Morfologia microscopica: a taxa de crescimento 
e moderada a rapida, atingindo a maturidade em 
cinco dias. A superficie apresenta uma coloragao 
cinza-esverdeado, verde-oliva escuro, marrom-es- 
verdeado ou negra, uma textura pulverulenta, velu¬ 
tina ou, algumas vezes, penugenta, e uma topografia 
plana ou elevada com dobras radiais. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao septadas, 
ramificadas e escuras. Os conidioforos sao tambem 
escuros, eretos, irregularmente ramificados proximo 
a extremidade, dando origem a uma estrutura coni- 
dial em forma de “galho de arvore”, com compri¬ 
mento variavel e uma ou mais cadeias irregulares de 
conidos. Os conidios (3 a 6 x 4 a 12 pm) sao mar¬ 
rons, ovais, cilindricos ou em forma de “escudo”, 
usualmente lisos a rugosos, com escaras nos pontos 
de ligagao com o conidioforo ou com os outros 
conidios, e que prontamente se destacam da cadeia. 

■ Principais especies: C. cladosporioides, C. herb arum/ 
Davidiella tassiana, C. oxysporum. 

Cladophialophora bantiana (Saccaro) de Hoog, Kwong- 
-Chung & McGinnis, 1995. 

■ Morfologia macroscopica: as colonias sao de 
crecimento lento, verde-oliva a cinza-amarronzado, 
flocosa, velutina e reverso negro. Cresce a tempera¬ 
tura de 42 a 43 °C. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao septadas, 
demaceas, ramificadas e longas, cadeias onduladas de 
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conidios (3,5 a 6 x 7 a 17 |um) subglobosos, ovoi- 
des ou elipsoides, com infrequentes ramificagoes. 
Essas cadeias de conidios (5 a 10/20 a 35 celulas) 
se mantem intactas, sem fraturas ou quebras, e sao 
produzidas lateralmente ou na extremidade da hifa 
ou sobre conidioforos pouco diferenciados. 

Curvularia Boedijn, 1933. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimento 
e rapida, atingindo a maturidade em 5 dias. A su- 
perficie e verde-oliva escuro, marrom ou negra e 
flocosa ou algodonosa. Reverso e escuro. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao septa- 
das, ramificadas e demaceas. Os conidioforos sao 
marrons, eretos, simples, mas, algumas vezes, sao 
ramificados e curvados nos pontos de formagao dos 
conidios. Conidios grandes (21 a 35 jum), escuros, 
lisos a rugosos, fusiformes, elipticos e curvos, com 2 
a 4 septos transversals, o que os tornam multicelu- 
lares, se desenvolvem por meio de poros na parede 
dos conidioforos. Esses conidios diferem dos da 
Drechslera por terem uma celula central mais escura 
do que as da extremidade, uma parede celular fina, 
septagoes estreitas e um curvamento aparente. 

■ Principals especies: C. luneta/Cochliobolus lunatus, 
C. geniculata, C. senegalensis. 

Drechslera Ito, 1930. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimento 
e rapida, atingindo a maturidade em cinco dias. A 
colonia e, inicialmente, marrom-acinzentada, esver- 
deada ou negra, posteriormente, apresenta um cen¬ 
tra escuro com uma periferia acinzentada. A textura 
e penugenta e, algumas vezes, velutina. O reverso e 
escuro. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao septadas 
e escuras. Os conidioforos sao marrons, septados 
ou raramente ramificados, encurvados, produzindo 
conidios simples por meio de pequenos poros no 
apice ou abaixo desse, o que da uma aparencia de 
zigue-zague ao conidioforo. Os conidios (6 a 12 X 
16 a35 pm) sao escuros, de paredes espessas, oblon- 
gos a cilindricos e multisseptados transversalmente, 
contendo quatro ou mais celulas. 

■ Principals especies: D. nobleae, D. dematioidae. 

Exophiala Carmichael, 1966. 

■ Morfologia macroscopica: as colonias tern um 
aspecto semelhante as de leveduras, com Colorado 
negra, negra-esverdeada a castanho-escuro, delgadas 
e lisas. A textura, em seu inicio, e umida, mucoide, 
pastosa, viscosa, mas, com o tempo, torna-se mice- 
lial, coberta com hifas aereas aveludadas, perdendo a 
aparencia viscosa. 

■ Morfologia microscopica: mostram, inicialmen¬ 
te, muitas celulas de levedura gemulantes, elipsoides, 
subglobosas, com anelagoes, livres ou em cadeias. As 


hifas sao septadas, lisas e amarronzadas, produzindo 
conidioforos retos, rigidos, lisos ou espiculados, sim¬ 
ples ou ramificados, em sua parte lateral, em angulos 
de 45° a 90°, ou em seu apice. Alguns conidioforos 
podem se apresentar como cadeias de celulas oblon- 
gas. As celulas conidiogenicas ou fialides marrons 
com anelagoes cilindricas podem estar tanto inte- 
gradas quanto se desenvolverem nas extremidades 
de conidioforos ou hifas. Algumas fialides podem 
produzir um colarete. Conidios unicelulares, sub¬ 
globosos, cilindricos, lisos e hialinos podem se apre¬ 
sentar espalhados acima e ao longo dos conidioforos 
e hifas. Podem, ainda, ser produzidos diretamente na 
hifa em sua porgao lateral. Uma disposi^ao conidial 
com formagao em bolas de conidios ou agregados 
em massas pode ser observada na extremidade de 
celulas conidiogenicas. 

■ Principals especies: E. dermatitidis, E.jeanselmei, E. 
oligosperma, E. spinifera. 

Exserohilum Leonard e Suggs, 1974. 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente. 
As colonias sao de Colorado amarronzada, esver- 
deada, acinzentada, cor de “fumaga” ou negras. A 
textura e penugente a velutina. O reveso e escuro. 

■ Morfologia microscopica: os conidios sao mul¬ 
tisseptados e multicelulares, elipsoides a fusiformes 
e exibem um hilo truncado e protuberante. Os co¬ 
nidios produzem um septo espesso e escuro, acima 
do hilo e proximo da extremidade da celula. Em 
conidios jovens, o septo pode nao ser observado.As 
hifas sao septadas, demaceas e ramificadas. 

■ Principais especies: E. rostratum / Setosphaeria 
ro strata. 

Neoscytalidium dimidiatum (Penz.) Crous & Slippers, 2006 
e Neoscytalidium hyalinum (Campbell & Mulder) Phillips, 
Groenewald & Crous, 2013. 

■ Morfologia macroscopica: Neoscytalindium sp. 
apresenta-se tanto como um fungo demaceo (N. 
dimidiatum) quanto como um fungo hialino (N hyali¬ 
num). Crescimento medio de um a tres dias. A especie 
demacea apresenta colonias algodonosas, de Colora¬ 
do cinza- escuro ou negro-acastanhado. O micelio 
aereo alcanna a tampa da placa ou a rolha do tubo. 
Ha a produ^ao de um pigmento que se difunde 
por to do o meio de cultura. O reverso e creme ou 
amarelo-ocre. A variedade hialina apresenta colonias 
de crescimento rapido, preenchendo toda a placa. 
O fungo exibe uma textura cotonosa ou lanosa e 
aspecto piano, Colorado branco-acinzentado e re¬ 
verso tambem amarelo-ocre. 

■ Morfologia microscopica: na variedade dema¬ 
cea, inicialmente, as hifas septadas e ramificadas 
sao hialinas, mas, posteriormente, se convertem 
em demaceas, formando artrosporos demaceos por 
fragmentado e desarticulagao. Esses artrosporos 
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podem se apresentar com paredes delgadas ou es- 
pessas, cilmdricos a elipsoides, livres ou em cadeias, 
e podem ser indiferenciadas das hifas vegetativas. 
Picnidios (corpos de frutificagao assexuados) podem 
ser produzidos. O exame microscopico da variedade 
hialina revela hifas septadas e ramificadas e cadeias 
de artroporos hialinos. 

Phoma Saccardo, 1880. 

■ Morfologia microscopica: a taxa de crescimen- 
to e moderada a rapida, atingindo a maturidade 
em cinco dias. A superfice e pulverulenta a velu- 
tina, cinza-olivaceo escuro, marrom-acinzentado, 
marrom-escuro. O reverso e negro. Algumas espe- 
cies produzem um pigmento marrom-avermelhado 
difuso. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao septadas, 
largas (70 a 100 pm). Picnidios (corpos de frutifi- 
cagao assexuados) sao produzidos. Essas estruturas 
sao escuras, globosas, subglobosas ou piriformes, 
podendo estar na superficie do agar ou submersos 
no meio de cultura, apresentando ostiolo. Conidios 
(2,5 a 5 pm) unicelulares, hialinos, ovais, elipiticos, 
curvos ou em forma de bastao sao produzidos em 
celulas conidiogenicas (fialides) ou em conidioforos 
que se alinham no interior do picnidio. 

■ Principals especies: P. exigua/Boeremia exigua, P 
shorgina/Epicoccum shorgi. 

Sedosporium prolificans (Malloch et Salkin) Gueho et de 
Hoog, 1991. 

■ Morfologia macroscopica: as colonias sao planas 
e verde-oliva acinzetado por causa da abundante 
produgao de conidios pigmentados. 

■ Morfologia microsopica: os conidioforos sao 
curtos, nao ramificados, raramente septados e pro¬ 
duzem celulas conidiogenicas em seu no apice ou 
lateralmente. As celulas conidiogenicas sao produzi- 
das isoladamente ao longo da hifa vegetativa ou em 
clusters, na extremidade do conidioforo. As celulas 
conidiogenicas sao em forma de frasco, com um 
notavel entumescimento na base e um longo pes- 
cogo com anela^oes. Os conidios sao ovoides, lisos, 
olivaceos a marrons, medem 2 a 5 X 3 a 13 pm, 
podem ser produzidos perscutaneamente ou simpo- 
dialmente e estao contidos em aglomerados umidos 
na ponta das celulas conidiogenicas. Alguns isolados 
podem produzir conidios globosos, solitarios, de 
paredes espessas e rugosas, semelhante a clamidos- 
poros, a partir da extremidade de pequenas celulas 
conidiogencias cilindricas que se desenvolvem na 
lateral da hifa vegetativa. 

■ Fase sexuada: Lomentospora prolificans. 

■ Metodos nao culturais: nao ha testes sorologicos 
especificos para o diagnostico da feoifomicose, 
contudo, o biomarcador panfungico 1,3-p-D- 


glucana pode ser utilizado. A PCR e suas variagoes 
tern sido empregadas em associagao com os estudos 
culturais, com bons resultados. Recentemente, tec- 
nicas de espectrometria de massas, como o MALDI- 
TOF, tern sido aplicadas a identificagao de alguns 
agentes fungicos. Imagens radiograficas da cabe^a e 
pulmao e tecnicas de hibridizagao in situ podem ser 
empregadas. 

Diagnostico diferencial 

As lesoes superficiais devem ser diferenciadas das der- 
matofitoses e de onicomicoses por outros fungos hialinos. A 
distingao da feoifomicose sub cutanea deve ser realizada com 
o cisto epidermoide, esporotricose, cromoblastomicose, gra¬ 
nuloma por corpo estranho, leishmaniose cutanea, lobomi- 
cose, paracoccidioidomicose, coccidioidomicose, micetoma 
dermatofitico, ganglios enfartados, cistos sebaceos, fibroma 
e lipoma. A feoifomicose cerebral deve ser distinguida dos 
abscessos cerebrais bacterianos ( Nocardia sp.), fungico ( Cryp¬ 
tococcus sp.), histoplasmose, coccidioidomicose, esporotricose 
e neoplasias. Os processos sinusais devem ser diferenciados 
de doenga bacteriana e de outras doengas micoticas (asper- 
gilose/aspergiloma, mucoromicose), rinite alergica cronica e 
carcinoma sinusal. 

Prognostico e tratamento 

O prognostico e bom para as formas cutaneas, todavia, e 
reservado a ruim para as formas cerebrais e sistemicas em pa- 
cientes imunocomprometidos. Interven^oes farmacologicas 
com derivados azolicos (cetoconazol, fluconazol, itraconazol, 
posaconazol, tiabendazol e voriconazol), polienicos (natami- 
cina/pimaricina e anfotericina B tradicional, lipossomal ou 
lipidica), terbinafma e candinas (micafungina) sao procedi- 
das isoladamente e/ou em terapias combinadas ou, ainda, em 
conjunto com procedimentos cirurgicos e de recondiciona- 
mento imunologico. Importa mencionar que e fundamental, 
para a efetividade do tratamento, o conhecimento do corn- 
portamento dos diferentes agentes da feoifomicose frente aos 
antifungicos de uso cbnico, por conta da grande variabilidade 
em suas suscetibilidades. 

■ HIALO-HIFOMICOSE 
Etiologia e epidemiologia 

A doenga e determinada por fungos hialinos diferentes 
de Aspergillus ssp. Apesar de apresentarem uma taxa de inci- 
dencia menor do que aquela observada para a aspergilose, 
acomentem tambem individuos imunocomprometidos de 
forma importante. Em decorrencia disso, a hialo-hifomicose 
e considerada, tipicamente, uma micose oportunista, causa- 
da por fungos contaminantes dos ambientes. Essa enfermi- 
dade pode ser caracterizada como sendo uma infec^ao que 
apresenta hifas septadas, hialinas e ramificadas no tecido dos 
hospedeiros. Esse ter mo tambem e eminentemente uma de- 
signagao histopatologica que engloba uma gama de agentes 
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etiologicos diferentes e uma grande variedade de manifes- 
tagoes clinicas. Em tese, a hialohifomicose inclui todos os 
hifomicetos hialinos agentes de doenga. Termos bem estabe- 
lecidos e descritivos (aspergilose, fusariose, peniciliose, der- 
matofitoses), todavia, devem ser mantidos separados e nao 
incluidos na designagao de hialo-hifomicose. Atualmente, es- 
tima-se que existam mais de 20 generos e 70 especies causan- 
do hialo-hifomicose. Os principals agentes sao Acremonium 
sp., Beuaveria sp. Fusarium sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp., 
Scopulariopsis sp., Scedosporium sp. e Trichoderma sp. Na reali¬ 
dade, todos esses fungos guardam caracteristicas distintas de 
infecgao e doenga, fazendo com que a hialo-hifomicose seja 
uma entidade heterogenea em seus aspectos epidemiologicos, 
patogenicos e clinicos. Os agentes da hialo-hifomicose sao 
encontrados na naturezacomo contaminantes, apresentando 
uma distribui^ao cosmopolita e ubiquitaria. Esses organismos 
sao, fundamentalmente, decompositores, mostrando, por isso, 
baixissima patogenicidade. Independentemente do agente 
etiologico, todos aqueles fatores que conduzem a um esta- 
do de fragilidade imunologica estao envolvidos na genese da 
hialo-hifomicose. Assim, neoplasias solidas e hematologicas, 
politraumatismos, queimaduras intensas, internagao por lon- 
gos periodos de tempo em UTI, cirurgias, corticoterapia e 
antibioticoterapia prolongada levam a uma grande suscepti- 
bilidade dos pacientes aos agentes da hialo-hifomicose. 

Clinica e patologia 

A hialo-hifomicose apresenta uma enorme variedade de 
aspectos clinicos, desde infecgoes superficiais ate infecgoes dis- 
seminadas, acometendo quase exclusivamente individuos com 
algum comprometimento de sua imunidade. A fisionomia da 
infecgao e o tipo de manifestagao clinica estao, na realidade, 
associados com a patologia de base e com o agente causal fun- 
gico. De maneira geral, os fungos da hialo-hifomicose atingem 
a intimidade dos parenquimas pela inalagao dos elementos 
fungicos em suspensao no ar e, menos comumente, por im- 
plantagao traumatica. Varios fungos tern sido relatados como 
agentes causais da hialo-hifomicose, dentre esses: 

■ Acremonium sp.: abscesso cerebral, artrite, encefalite, en- 
docardite, endofitalmite, fungemia, fungomas pulmonais, 
granuloma da linha media, infec^ao de fistula artereove- 
nosa de acesso para hemodialise, infec^ao disseminada, 
meningite, micetoma, onicomicose, osteomielite, peri- 
tonite, pneumonia, queratomicose, sindrome broncopul- 
monar alergica e sinusite. 

■ Beauveria sp.: infec^ao disseminada, linfadenite, pneumo- 
micose e queratomicose. 

■ Fusarium sp.: abscesso cerebral, artrite, colonizagao de fe- 
ridas por queimaduras, doengas cutaneas e subcutaneas, 
doenga disseminada, encefalite, endocardite, endoftalmi- 
te, fungemia, granuloma subcutaneo, infec^ao de ossos 
e articulates, meningite, micetoma, onicomicose, oste- 
romielite, otite, paroniquia, peritonite e queratomicose. 

■ Paecilomyces sp.: celulite, endocardite, endoftalmite, fun¬ 
gemia, granuloma orbital, infecgoes cutaneas e subcu¬ 


taneas, infecgao disseminada, nefrite, osteomielite, otite, 
peritonite, pielonefrite, pneumonia, sacolacrimal, sinusi¬ 
te e vaginite. 

■ Penicillium sp.: broncopneumonia, endocardite, endoftal¬ 
mite, fungemia, fungoma pulmonar, infecgao cutanea e 
subcutanea, infecgao disseminada, otite, otomicose, peri¬ 
tonite, queratite e sinusite. 

■ Scedosporium sp. ( Pseudoallescheria sp. e Lomentospora sp.): 
abscessos cerebrais, abscessos pulmonares, artrite, bola 
fungica, bronquite alergica, endocardite, endoftalmite, 
fungemia, infec^oes cutaneas e subcutaneas, infecgao 
disseminada, infec^ao de ossos e articulates, infecgao 
do sistema musculoesqueletico, infecgao SNC, linfangite 
nodular, meningite, micetoma, onicomicose, osteomieli¬ 
te, otomicose, peritonite, pneumonia necrosante, quera¬ 
tite e sinusite. 

■ Scopulariopsis sp.: bola fungica, endocardite, endofitalmi¬ 
te, infec^ao cutanea e subscutanea, infec^ao disseminada, 
infec^ao plantar, infec^ao do SNC, micetoma, onicomi¬ 
cose, osteomielite, otomicose, pneumonia e queratite. 

■ Trichoderma sp.: abscesso cerebral, coloniza^ao respira- 
toria, infec^ao disseminada, onicomicose, otomicose e 
pneumonia. 

Diagnostico laboratorial 

O diagnostico de hialo-hifomicose apresenta grande 
dificuldade pela escassa especificidade de suas manifesta^oes 
clinicas e baixa sensibilidade dos metodos micologicos con- 
vencionais. O diagnostico dessa enfermidade se baseia, so- 
bretudo, na observagao de elementos fungicos nos tecidos 
infectados e seu isolamento em cultura pura. 

■ Exame direto e histopatologia: a detec^ao tecidual 
de hifas septadas, hialinas e ramificadas no exame micros- 
copico direto com KOH 10% a 20% permite a determi- 
nagao generica de hialo-hifomicose. Eventualmente, hifas 
(3 a 8 pm) ramificadas dicotomicamente, clamidosporos 
e conidios podem ser encontrados nos tecidos e em 
secregoes de pacientes. Nas se^oes histopatologicas 
coradas pela hematoxilina e eosina (HE), Gromoti- 
Grocott (Prata), acido periodico de Schiff (PAS) e Gridley, 
e possivel observar a magnitude do processo inflamatorio 
e/ou visualizar, especificamente, as estruturas fungicas, 
aumentando a capacidade de detecgao dos patogenos em 
relagao ao exame direto com material a fresco. 

■ Cultura: o isolamento primario e feito em meios usuais 
de laboratorio, como o agar de Sabouraud dextrosado 
(SDA) com ou sem claranfenicol, o agar batata dextro¬ 
sado (BDA), o agar infusao de cerebro-coragao (BHIA) 
em tubos ou placas de Petri, que devem ser incubados 
a temperatura de 25°C a 30 °C, por um periodo de ate 
4 semanas. Normalmente, uma colonia de aspecto fi- 
lamentoso esta presente em 2 a 3 semanas. Para todos 
os agentes da hialo-hifomicose, a micromorfologia ira 
apresentar hifas septadas, hialinas e ramificadas. As dife- 
renciagoes da hifa reprodutiva e o modo de produgao de 
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conidios irao variar para cada especie fungica e devem 

ser avaliados para a correta determinagao taxonomica 

das etiologias. 

Acremonium Link ex Fries, 1821. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimen- 
to e rapida, atingindo a maturidade em 5 dias. As 
colonias sao, inicialmente, planas, compactas ou 
com dobras e feltrosas, tornando-se exuberantes 
pelo supercrescimento de hifas, que dao um aspecto 
algodonoso. Podem ser brancas, cinzas ou rosas. O 
reverso e hialino, amarelado ou rosado. 

■ Morfologia microscopica: hifas sao hialinas, sep- 
tadas e ramificadas. Celulas conidiogenicas afiladas e 
conicas, eretas e nao ramificadas se for mam diretamen- 
te sobre as delicadas hifas vegetativas. Os conidioforos 
normalmente estao ausentes. Os conidios (2 a 3 x 4 
a 8 pm) sao unicelulares (ocasionalmente bicelulares), 
globosos, ovoides, cilindricos ou levemente curvos, 
produzidos em cachos com aparencia de “bola” ou em 
frageis cadeias na extremidade das fialides. 

■ Principals especies: A. alabamensis, A. kiliensis/ 
Sorocladium kiliensis, A. potroni, A. recifei, A. roseogri- 
seum /Sorocladium strictum. 

BeauveriaV uillemin, 1912. 

■ Morfologia macroscopica: apresenta crescimen- 
to em moderado. As colonias sao de cor branca a 
canela, tornando-se, com o tempo, pulverulenta. 

■ Morfologia microscopica: a celula conidiogeni- 
ca e entumescida em sua base e prolifera simpodial- 
mente em tragados de linha reta que formam an- 
gulos ao mudar de diregao, produzindo um aspecto 
geniculado. As celulas conidigenicas se agrupam em 
esporodoquios e sinematas. 

■ Principal especie: B. bassiana. 

Fusarium Link ex Gray, 1821. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimen- 
to e rapida, atingindo a maturidade em cinco dias. 
A colonia, inicialmente, e branca e algodonosa ou 
flocosa, mas frequentemente desenvolve um cen¬ 
tra violeta ou rasa com uma periferia mais clara. 
Algumas especies se mantem brancas ou amarelo- 
-amarronzadas. O reverso e de cor clara. 

■ Morfologia microscopicas: hifas sao hialinas, 
septadas e ramificadas. Dois tipos de esporulagao 
sao observadas. Um tipo produz grandes conidios 
multisseptados (3 a 8 x 11 a70 pm), denominados 
macroconidios fusiformes cujo aspecto e de uma 
“canoa” ou “foice” e sao formados sobre celulas 
conidiogenicas (fialides) sustentadas por longos 
conidioforos com ou sem ramifica^oes. O outro 
tipo produz conidios pequenos (2 a 4 X 4 a 8 pm) 
chamados de microconidios que podem ser uni ou 
bicelulares, ovais a cilindricos e que nascem em ca¬ 
chos (semelhantemente ao Acremonium) ou isolada- 
mente em pequenos ou longos conidioforos. 


■ Principals especies: F jalcijorme /Acremonium jalci- 
forme, F. solani, F.oxysporum, F. subglutinans, F. verticil- 
lioides/ F. moniliformes. 

Paecilomyces Bainier, 1907. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimen- 
to e rapida, atingindo a maturidade em tres dias. A 
superficie e plana, pulverulenta a velutina e, usual- 
mente, marrom-amarelado, amarelo-esverdeado, 
bege e, algumas vezes, lilas, mas nunca verde ou azu- 
lado como o Penicilium. O reverso e esbranquigado 
a amorronzado. 

■ Morfologia microscopica: semelhante ao 
Penicillium , mas as celulas conidiogenicas (fialides 
ou esterigmas) sao mais alongadas, afiladas e coni¬ 
cas. Elas se inclinam lateralmente, nao se alinhando 
segundo o eixo longitudinal do conidioforo. Estas 
celulas sao formadas sobre conidioforos bem desen- 
volvidos ou diretamente sobre a hifa vegetativa. Os 
conidios (2 a 4 pm) sao elipticos, cilindricos, oblon- 
gos ou em forma de limao e ocorrem em cadeias 
longas nao ramificadas. Clamidosporos podem ser 
tambem produzidos. As hifas sao hialinas, septadas e 
muito ramificadas. 

■ Principals especies: P lilacinus/Purporeocillium lila- 
cenum, Pvariotii. 

Penicillium Link ex Gray, 1821. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimen- 
to e moderada, atingindo a maturidade em quatro 
dias. A superficie e, inicialmente, branca, tornado-se, 
posteriormente, verde-azulado com bordas brancas 
e pulverulenta ou velutina. O reverso e branco, mas 
pode ser vermelho ou marram. 

■ Morfologia microscopica: hifas septadas (1,5 a 
5 pm) com conidioforos eretos, ramificagados (me- 
tulas e ramos) ou nao. Conidios com 2,5 a 5 pm, 
catenulados, lisos ou rugosos, globosos ou ovais a 
elipticos e de coloragao verde sao formados sobre 
celulas conidiais (fialides) com aspecto de frasco. 
Toda a esturtura coni dial tern uma aparencia de “es- 
cova” ou “vassoura”. 

■ Principais especies: P chrysogenum, P digitatum, P 
comune, Pglaucum. 

Scedosporium sp. ( Pseudoallescheria sp. e Lomentospora sp.). 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente 
em agar de Sabouraud dextrosado (SDA) e produz 
uma colonia flocosa, de Colorado cinza-escuro ou 
marrom-acinzentada. No entanto, com o tempo, as 
colonias tendem a apresentar uma tonalidade mais 
clara. 

■ Morfologia microscopica: o estado conidial 
apresenta duas formas: Scesposorium e Graphium. A 
forma Scedosporium e predominante e apresenta um 
aleuroconidio solitario ou um aneloconidio que e 
produzido terminalmente ou lateralmente na hifa 
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conidiogenica. Os conidios mostram-se de colora- 
gao marrom-clara, claviforme ou ovoide, com uma 
base truncada, medindo 5 a 13 X 3 a 6 pm. Esses 
conidios sao produzidos por uma celula conidioge¬ 
nica poliblastica. A forma Graphium e caracterizada 
por sinemas (ou coremios) ramificados ou nao, com 
produgao terminal de conidios. A celula conidio¬ 
genica de Graphium pode mostrar-se anelada. Os 
conidios produzidos sao hialinos, claviformes ou 
cilindricos e menores (5 a 7 X 2 a 3 pm) dos que os 
do tipo Scedosporium. 

■ Fase sexuada: o estado teleomorfico encontra-se 
em Pseudoallescheria sp. e Lomentospora sp. O fungo 
e homotalico, produzindo abundantes cleistotecios 
(100 a 200 pm) de coloragao amarronzada. A for- 
magao dessas estruturas e iniciada com um asco- 
gonio espiralado que se transforma em um corpo 
de frutificagao maduro em 10 dias. A parede de seu 
ascocarpo (cleistotecio) e composta por uma cama- 
da simples, fina e lisa de celulas poligonais amarron- 
zadas. Dentro dessas estruturas existem varios ascos. 
Os ascos (12al8x8al3 pm) sao ovais a subglo- 
bosos e contem oito ascosporos (4 a 5 X 7 a 8 pm) 
marrom-claros, elipsoides e sem uma base truncada. 
Eventualmente, os ascosporos contem uma gota de 
gordura em seu interior. 

■ Principals especies: S. apiospermum [S. boydii/ 
P. boydii], S. aurantiacum, P angusta, P. apiospermum, 
P boydii, P ellipsoidea, S. prolificans/L. prolificans. 
Eventualmente, S. prolificans/L. prolificans podem ser 
enquadrados em feoifomicose, tendo em vista que 
esses fungos sao capazes de produzir melanina. 

Scopulariopsis Bainier, 1907. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimento 
e rapida, atingindo a maturidade em cinco dias. A 
colonia e, inicialmente, branca e glabrosa, tornando- 
-se pulverulenta, marrom-clara a amarelo-amarron- 
zada. O reverso e amarelo-amarronzado com centro 
marrom. 

■ Morfologia microscopica: hifas hialinas, septa- 
das e ramificadas que, algumas vezes, lembram as 
do Penicillium sp. Os conidioforos sao mais simples 
e menores e as celulas conidiogenicas podem ser 
mais cilindricas e ter um tamanho grande (3 a 4 
x 8 a 20 pm). Os conidios tambem sao maiores 
(4 a 9 pm) e, frequentemente, tern uma forma ar- 
redondada ou uma aparencia de “limao”, com um 
corte na base, formando um “pescogo curto”. A pa¬ 
rede e espessa e, nos conidios maduros, sao rugosas e 
espiculadas. Os conidios podem ser produzidos em 
cadeia sobre os conidioforos ou diretamente sobre a 
hifa vegetativa em grupos ou isoladamente. 

■ Fase sexuada: Microascus sp. 

■ Principals especies: S. acremonium, S. brevicaulis/S. 
koningii, S. brumptii. 


Trichoderma Persoon ex Gray, 1821. 

■ Morfologia macroscopica: crescem rapidamente 
nos meios de cultura. As colonias sao flocosas, de 
coloragao branca, mas se tornam verde-amareladas 
ou verde-escuras, delgadas a velutinas. 

■ Morfologia microscopica: os conidios sao uni- 
celulares e hialinos a esverdeados, lisos, globosos ou 
subglobosos a ovais, sendo produzidos em uma bola 
viscosa isolada ou em grupos, a partir de fialides 
ovaladas ou em forma de garrafa. 

■ Principal especie: T. bissettii, T. citrinoviride, T. har- 
zianum /Hypocrea lixii, T. longibrachiatum , T. orientale. 

■ Metodos nao culturais: podem ser utilizadas a PCR 
e suas variagoes, a proteomica de massas em sua versao 
MALDI-TOF, a detecgao do biomarcador panfungico 
1,3-p-D-glucana, a detecgao de galactomana, a hi- 
bridiza^ao in situe imagens radiograficas do pulmao e 
encefalo. 

Diagnostico diferencial 

A diferencia^ao deve ser procedida com a feoifomicose, 
mucoromicose, dermatofitose e outras micoses que apresen- 
tem comprometimento tegumentar ou invasivo. Bacterioses 
e parasitoses devem ser tambem consideradas. 

Prognostico e tratamento 

Em pacientes imunocomprometidos, o prognostico e 
quase sempre reservado a ruim. A quiomioterapia antifungi- 
ca inclui itraconazol, posaconazol, voriconazol, caspofungina, 
anidulafungina, micafungina, anfotericina B e suas prepara- 
goes lipossomais e lipidicas e 5-fluorocitosina associada com 
polienos. Importa mencionar que ha, contudo, especies de 
fungos que exibem respostas variaveis a um ou outro grupo 
de antifungicos. Recondicionantes imunologicos tern sido 
tambem empregados em terapia combinada. 

■ HISTOPLASMOSE 
Etiologia e epidemioloiga 

A histoplasmose e uma doenga fungica granulomatosa que 
compromete primariamente os pulmoes, mas que, em decor- 
rencia de disseminagoes hematogencias, produz uma grande 
variedade de condigoes clinicas. O tamanho do inoculo e o 
status imunologico do hospedeiro parece tambem condicio- 
nar o comportamento do fungo no hospedeiro. O Histoplas- 
ma capsulatum e o agente etiologico dessa micose sistemica. 
Carateristicamente, o organismo apresenta um dirmorfismo 
termo-nutricional, se desenvolvendo sobre susbtratos naturais 
como um fungo micelial e, no organismo dos hospedeiros, 
como um fungo leveduriforme. A morfologia filamentosa e 
representada por hifas septadas, hialinas e ramificadas com 2 
a 5 pm de diametro, macroconidios (10 a 20 pm) esfericos 
a ovalados com ornamentagao digitiforme e microconidios 
(2 a 5 pm) lisos e piriformes. Nos tecidos, o H. capsulatu se 
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apresenta como celulas de levedura (3 a 5 pm) arredondadas 
com um unico brotamento. A fase sexuada desse fungo per- 
tence ao Filo Ascomycota e e conhecida como Ajellomyces 
capsulatus. O habitat do H. capsulatum esta bem estabeleci- 
do. Normalmente, solos porosos, acidos, ricos em conteudos 
organicos e substancias nitrogenadas provenientes de guanos 
de aves e morcegos favorecem o crescimento e a esporula- 
£ao do fungo. Em ecossitemas naturais, cavernas e deltas de 
rios, habitados por esses animais, podem conter uma grande 
quantidade de esporos dispersos no ar. Outras areas potenciais 
para o desenvolvimento do fungo sao granjas avicolas, silos 
e construgoes antigas ou ruinas. A doenga tern sido descri- 
ta, principalmente, em zonas temperadas e tropicais umidas 
com temperatura media de 15 a 20 °C e precipita^ao plu- 
viometrica entre 800 e 1200 mm. As regioes endemicas sao, 
principalmente, areas centrais dos Estados Unidos, Canada, 
America Latina e Brasil. Casos autoctones tern sido relatados 
na Africa, Europa, India e Extremo Oriente e Australia. A 
doen^a pode envolver animais domesticos e selvagens e se¬ 
res humanos residentes em areas endemicas. A histoplasmose 
ocorrer em qualquer idade e nao apresenta predilegao por 
raga. Na idade adulta, o sexo masculino e frequentemente o 
mais afetado. No entanto, manifesta^oes reumatologicas sao 
mais comuns no sexo feminino. Com rela^ao a fase infantil, 
diferen^as entre os sexos nao sao observadas. Em geral, as 
taxas de mortalidade sao baixas e a maioria dos casos resolve 
espontaneamente. Em pacientes imunocomprometidos, toda- 
via, a histoplasmose disseminada progressiva pode apresentar 
altos percentuais de mortalidade (7% a 23%). A histoplasmose 
animal e de ocorrencia frequente em areas de endemicidade. 
Os caes sao especialmente suscetiveis, mas outros animais po¬ 
dem ser tambem acometidos. Sistomatologia pulmonar, cuta¬ 
nea, ocular e disseminada sao descritas em veterinaria. 

Clinica e patologia 

Os microconidios da fase micelial do H. capsulatum en- 
tram no organismo dos hospedeiros preferencialmente pela 
via respiratoria. Por serem de tamanho reduzido, essas estru- 
turas podem chegar ate os alveolos pulmonares (pneumonite), 
transformando-se em elementos leveduriformes dentro de 
macrofagos (pneumonite). Disseminagoes pode contiguidade 
no tecido pulmonar e acometimento de linfonodos hilares 
e mediastinais, bem como espalhamento hematogenico para 
figado, bago e outros orgaos sao observados. Essa fase tern 
duragao de duas semanas e nao ha, ainda, a presen^a de uma 
resposta imunologica especifica. Apos duas ou tres semanas, 
a imunidade celular esta estabelecida e o organismo se torna 
capaz de fazer frente a infec^ao. A magnitude da exposigao 
ambiental e o estado imunologico dos pacientes influenciam 
fortemente as manifestagoes clinicas de histoplasmose. Nor- 
mamente, um baixo nivel de exposigao aos elementos do H. 
capsulatum produz uma infec^ao assintomatica, em individuos 
imunocompetentes. Contudo, inoculos mais pesados podem 
determinar uma sitomatologia aguda. De acordo com a in- 
tensidade dos aspectos clinicos, a histoplasmose pulmonar 
aguda pode apresentar tosse, febre, mal-estar, fraqueza, dores 


pleural ou retroesternal, dores de cabe^a, mialgia, calafrios, 
nauseas, anorexia e perda de peso. Algumas vezes, aguda ar- 
trite ou artralgia associada com eritema nodoso pode ser 
observada. As manifesta^oes radiologicas mostram infiltra- 
dos difusos e nodulos multiplos e disseminados em ambos 
os campos pulmonares, efusao pleural e adenopatia hilar. O 
comprometimento de linfonodos pode levar a forma^ao de 
um granuloma mediastinal (mediastinite) com sindrome 
obstrutiva, broncolitiase e pericardite. A histoplasmose pul¬ 
monar aguda tende a resolugao espontanea em periodos de 
um a tres meses. No entanto, a cura de infiltrados localizados 
por encapsulagao fibrotica e a calcificagao pode deixar como 
sequela nodulos residuais, denominados histoplasmonas. Es¬ 
ses nodulos podem aumentar de tamanho com o tempo, 
por uma continuada deposigao de colageno e calcifica^ao, e 
causar erosao de estruturas vitais. A disseminagao extrapul- 
monar da doenga aguda em imunocompetentes e frequen¬ 
te, mas, normalmente, cursa de maneira assintomatica. Uma 
forma pulmonar insidiosa e cronica tern sido descrita em 
pacientes com enfisema, bronquite cronica e outros proces- 
sos pulmonares obstrutivos cronicos. Comumente, essa for¬ 
ma e observada em pacientes do sexo masculino, cor branca 
e meia-idade e que foram fumantes por muitos anos. Tosse 
cronica, expectoragao mucopurulenta, hemoptise, dispneia, 
fadiga, astenia, febre, suor noturno, anorexia e perda de peso 
sao os sintomas presentes. A progressao da doenga e caracte- 
rizada por cavitagao, disseminagoes a outras areas pulmona¬ 
res e formagao de fistulas broncopleurais e pneumotorax. Os 
achados radiologicos exibem infiltrados fibroticos e cavida- 
des apicais em ambos os pulmoes e espessamento pleural. O 
curso natural da histoplasmose pulmonar cronica e a insufi- 
ciencia cardiorrespiratoria. Pacientes imunocomprometidos 
ou com idade menor que 1 ano ou maiores do que 55 anos 
podem desenvolver uma forma disseminada sintomatica de 
histoplasmose. Essa entidade clinca compreende desde uma 
doen^a extremamente aguda e fatal a uma doenga croni¬ 
ca que pode afetar varios orgaos e sistemas, persistindo por 
meses ou anos. A forma aguda e mais comum em pacientes 
infantis ou com prometimento imunologico, como aqueles 
com leucemias, linfomas e Aids. Esses pacientes usualmen- 
te exibem febre, prostragao, mal-estar, anorexia e perda de 
peso, alem de hepatoesplenomegalia, adenopatias multiplas, 
papulas e ulceras cutaneomucosas e purpuras. Menos fre¬ 
quentemente, se observam comprometimentos osseos em 
pacientes pediatricos e mencingoencefalites em pacientes 
neutropenicos. As manifestagoes radiogragicas comprovam a 
presenga de infiltrados intersticiais difusos. A histoplasmose 
disseminada cronica acomete, tipicamente, individuos imu¬ 
nocompetentes com idade entre 40 e 70 anos ou com com¬ 
prometimento imunologico leve. Acompanhando sintomas 
respiratorios, esses pacientes apresentam febre, suor noturno, 
fadiga, anorexia e perda de peso. Lesoes mucosas sao mais 
comuns na forma cronica, sendo encontradas em 60% a 90% 
dos casos. Em geral, essas lesoes sao unicas, de aspecto no¬ 
dular ou ulcerovegetantes e se localizam na mucosa bucal, 
lingua, tabique nasal e laringe. Ocasionalmente, alteragoes de 
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pele do tipo papulares, pustulosas e ulceradas sao observadas 
na face e no penis. Infecgoes no figado sao tambem comuns, 
mas a hepatoesplenomegalia e menos pronunciada. Com- 
prometimentos de glandula adrenal podem levar a doenga de 
Addison. Outras mainfestagoes da histopasmose disseminada 
cronica sao linfoadenopatias, meningites e lesoes cerebrais, 
endocardites e gastrenterites. A radiografia de torax esta al- 
terada em 50% dos casos, mostrando infiltrados intersticiais 
difusos ou reticulonodulares. Entretanto, os achados radiolo- 
gicos podem tambem ser normais ou comprovar infiltrados 
cavitarios ou localizados. A histoplasmose pode estar ainda 
associada a processos imunologicamente mediados, como a 
fibrose mediastinica, que ocasiona compressao de grandes 
vasos e esofago, e a sindrome ocular presumivelmente rela- 
cioanda a histoplasmose, que e uma forma de coriorretinite 
encontrada em areas endemicas. 

Alem da histoplasmose causada pelo H. capsulatum , tradi- 
cionalmente, uma doenga africana tern sido descrita. Essa ou- 
tra forma de histoplasmose e causada pelo Histoplasmaduboisii 
e se carateriza por ser restrita, geograficamente, as regioes 
intertropicais do continente africano. O fungo e tambem 
dimorfico, apresentando uma morfologia filamentosa indis- 
tinguivel daquela observada em H.capsulatum. Todavia, a fase 
leveduriforme e composta por celulas de leveduras grandes 
(12 a 15 pm) e aspecto ovalado, de paredes grossas e refrin- 
gentes e com gemulagao unica. A doenga acomete brancos 
e negros residentes em areas endemicas, envolvendo com 
maior frequencia homens com mais de 30 anos. De maneira 
geral, essa condi^ao e indolente e pode apresentar melhoras 
espontaneas. As manifestagoes clinicas da histoplasmose afri¬ 
cana sao mais comumente observadas em pele e ossos. O 
envolvimento pulmonar e esporadico. Lesoes cutaneas uni- 
cas ou multiplas podem se apresentar como papulas e ulceras 
crostosas, nodulos e abscessos subcutaneos, trajetos sinuosos, 
retraces e fibrose cicatricial. Os processos osteoarticulares 
comprometem ossos do cranio, ossos longos, costelas e ver¬ 
tebras e cursam com tumefa^ao e sensibilidade de tecidos 
moles contiguos, granulomas, abscessos e fistulas subcutaneas. 
Adenomegalias com linfonodos cervicais, axilares, mesente- 
ricos e inguinais supurados sao tambem frequentes. As mani- 
festagoes pulmonares, quando presentes, nao tern um caracter 
de pneumopatias agudas. A radiologia mostra infiltrados pul¬ 
monares interticiais com nodulos miliares. Nas formas cro- 
nicas, infiltrados e cavidades apicais sao mais comuns. No 
trato gastrintestinal, placas de Peyer podem ser acometidas, 
produzindo ulceras necroticas e perfuragoes de peritonio. 
Hepatoesplenomegalias podem ser encontradas nas formas 
disseminadas graves. 

Diagnostico laboratorial 

No diagnostico da histoplasmose, tern sido utilizados, 
classicamente, metodos culturais, tecnicas micopatologicas, 
bem como testes sorologicos para a detec^ao de anticorpos. 

■ Exame direto e histopatologico: o exame direto 

apresenta um baixo rendimento com pus e escarro, nao 


sendo uma prova adequada ao diagnostico presuntivo de 
histoplasmose. Assim, o material clinico devera ser corado 
por uma tecnica hitopatologica para a analise microscopi- 
ca. Gromori-Grocott (prata) e acido periodico de Schiff 
(PAS) para cortes histologicos e Giemsa ou Wright para 
distensoes sanguineas podem revelar elementos leveduri- 
formes ovoides (2 a 4 pm), com um brotamento em sua 
por^ao menor, extra ou intracelulares em macrofagos e 
celulas gigantes. Uma especie de capsula hialina ao redor 
da celula de levedura pode ser observada e representa, 
na verdade, a parede celular e nao uma estrutura capsu¬ 
lar. No interior do patogeno e possivel, ainda, visualizar 
uma grande area vacuolar e uma massa protoplasmatica 
corada de vermelho na extremidade mais ampla da celula. 
Outras estruturas leveduriformes e parasitarias, elementos 
teciduais, corpos estranhos e artefatos podem mimetizar o 
H. capsulatum no hospedeiro. 

■ Cultura: O H. capsulatum pode ser isolado de 
amostras clinicas empregando-se agar de Sabouraud 
dextrosado (SDA), agar infusao de cerebro-coragao 
(BHIA) ou agar sangue acrescidos de antimicrobia- 
nos, quando forem obtidos de sitios nao estereis, ou, 
ainda, agar extrato de levedura-fosfato. A incubagao 
das culturas deve ser realizada a 25 a 30 °C, por 
um periodo de ate 12 semanas. Em temperaturas 
elevadas, o H. capsulatum se mostra sensivel ao clo- 
ranfenicol e a cicloheximida dos meios de cultura 
primarios. Uma morfologia filamentosa pode estar 
presente apos o periodo de incubagao. Como outros 
fungos contaminantes e monomorficos ( Chrisporium 
sp./ Renispora falvissima, Sepedonium sp.) podem apre¬ 
sentar uma morfologia filamentosa similar ao H. 
capsulatum , a demonstra^ao da fase leveduriforme 
deve ser procedida. Para tanto, subscultivos da cul¬ 
tura primaria filamentosa devem ser realizados para 
agar sangue ou agar BHI suplementado com sangue 
de carneiro e incubados a 37 °C, por 2 a 4 semanas. 
Para hemocultura, o sistema de lise por centrifuga- 
gao tern apresentado melhor rendimento. A prova 
do exoantigeno permite a indentificagao do fungo 
em 48 a 74 horas. 

Histoplasma capsulatum Darling, 1906. 

■ Fase filamentosa: 

■ Morfologia macroscopica: cresce lentamen- 
te, atingindo a maturidade em 15 a 20 dias ou, 
entao, em 12 semanas. Inicialmente, as colonias 
apresentam uma superficie cerosa e coloragao 
branca a bege ou marrom. Com a maturidade, as 
colonias produzem um micelio aereo que da um 
aspecto algodonoso ou pulverulento. As colonias 
brancas (ou beges) algodonosas sao chamadas de 
“A” (albinas) e as marrons pulverulentas, de “B” 
(marrom). Ambos os tipos podem ser isolados do 
mesmo paciente. O H. duboisii produz colonias 
indistinguiveis de H. capsulatum. 
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■ Morfologia microscopica: as hifas sao hialinas, 
septadas e ramificadas e dao origem a pequenos e 
estreitos conidioforos que se estendem em angu- 
los retos. Ocasionalmente, os conidioforos podem 
formar conidioforos secundarios laterais. Alguns 
conidioforos apresentam uma dilata^ao logo abaixo 
do conidio que esta sendo formado. Dois tipos de 
conidios sao produzidos na extremidade ou lateral- 
mente aos conidioforos ou, ainda, diretamente sobre 
a hifa vegetativa. Um tipo e grande (8 a 15 pm), 
esferico, oblongo ou piriforme, de paredes espessas 
revestidas externamente por proje^oes digitiformes. 
Esse conidio e chamado de macroconidio tubercu- 
lado ou mamilado ou estalagmosporo. O outro tipo, 
denominado microconidio, e pequeno (2 a 4 pm), 
oval e suas paredes sao lisas ou fmamente rugosas. 
Ambos os tipos de conidios sao, em geral, formados 
isoladamente, mas podem, algumas vezes, ser pro¬ 
duzidos em pequenas cadeias de 2 a 3 esporos. O 
grau de esporulagao varia grandemente de isolado 
para isolado. Colonias do tipo “B” sao mais delga- 
das e produzem mais macroconidios e esparsas hifas 
aereas. Contudo, as colonias do tipo “A” tendem 
a ser mais espessas e a produzir maior numero de 
microconidios. Alguns isolados podem produzir ma¬ 
croconidios de paredes lisas, sem as projegoes tipicas, 
em consideravel quantidade. Esses macroconidios de 
paredes lisas sao mais frequentemente encontrados 
em colonias do tipo “A”, que produzem espesso 
material micelial. Macroconidios tipicos podem 
nao ser produzidos em isolamento primario, porem, 
apos alguns subcultivos, esses podem ser observados. 
Isolados obtidos de pacientes submetidos a terapia 
antifungica, com frequencia, nao produzem macro¬ 
conidios tuberculados. 

Fase leveduriforme: 

■ Morfologia macroscopica: a conversao a fase 
leveduriforme requer 2 a 3 semanas ou mais. As co¬ 
lonias sao lisas a rugosas, cerosa, glabras, mas nunca 
mucoides. Inicialmente, apresentam-se cremes ou 
beges, tornando-se, com o tempo, branco pardacen- 
to a cinza claro. 

■ Morfologia microscopica: as celulas de levedura 
gemulantes sao ovais ou de tamanho irregular, me- 
dem 2 a 5 jiim de diametro e tern uma base de uniao 
estreita (0,2 a 0,3 pm) entre a celula-mae e a celula- 
-filha. Em H. duboisii , as celulas de levedura gemu¬ 
lantes sao ovais, medindo 7 a 15 pm; tern paredes 
espessas e base de insergao larga entre a gemula e 
a celula mae. Histoplasmaduboisii lembra o B. der- 
matitidis , todavia, as celulas do H. duboisii sao mais 
ovaladas e apresentam uma base de inser^ao menor 
do que a do B. dermatitidis. 

Metodos nao culturais: a detecgao de anticorpos an- 

ti -Histoplama capsulatum tern sido classicamente realizada 


pelas provas de imunodifusao dupla e fixagao de com- 
plemento. A histoplasmina e o antigeno normalmente 
empregado na prova de imunodifusao. Este antigeno e 
obtido da fase micelial do H. capsulatum e contem duas 
fragoes especificas do fungo denominadas H e M. Por sua 
vez, na prova de fixagao de complemento, sao utilizados 
antigenos de fase micelial e leveduriforme. De maneira 
geral, a fixagao de complemento apresenta maior sensi- 
bilidade que a imunodifusao. Contudo, reagoes cruzadas 
podem ocorrer com blastomicose e coccidoidomicose. 
A presen^a de antigenos circulantes de natureza polissa- 
caridica pode ser detectada em sangue, urina, liquor e la- 
vado alveolar por radioimunensaio e ensaio imunoenzi- 
matico, fornecendo um rapido diagnostico de histoplas- 
mose. Rea^oes cruzadas com B. dermatitidis, Coccidioides 
imitis /Coccidioides posadasii, H. duboisii, Paracoccidioides 
brasiliensis e Penicillium sp. podem gerar falso-positivos. 
Testes cutaneos com histoplasmina nao sao recomen- 
dados para fins de diagnostico, em decorrencia das altas 
taxas de reagoes positivas nas areas endemicas, duragao 
variavel da resposta e interference com outras provas so- 
rologicas. A radiografia de torax pode se mostrar normal 
ou alterada. Dependendo da forma da histoplasmose, 
podem ser visualizados nodulos mediastinais e hilares, 
infiltrados difusos com padrao nodular, reticulonodular 
ou miliar, histoplasmonas, cavitagoes ocasionais e rara 
efusao pleural. A tomografia computadorizada e adequa- 
da para a avaliagao de fiborose mediastinal, broncolitiase, 
abscessos cerebrais e envolvimento de suprarrenal, bem 
como nodulos calcificados (histoplasmonas). A ressonan- 
cia magnetica e especialmente util para o diagnostico de 
obstrugao vascular. 

Diagnostico diferencial 

A histoplasmose pulmonar aguda deve ser distinguida de 
penumonites ocasionadas por especies de Mycoplasma., Legio¬ 
nella, Coxiella, Chlamidia, alem de gripe e tuberculose miliar. 
A doenga cronica pode mimetizar Granulma de Wegener e 
infecgoes pulmonares por C. immitis/C. posadasii, Mycobac¬ 
terium sp., complexo Sporothrix schenckii. Outros processos a 
considerar sao o carcinoma de celula escamosa, sifilis primaria 
ou terciaria, para coccidioidomicose e tuberculose. Na forma 
disseminada, a diferencia^ao deve ser feita com leishmanise 
viceral, leucemias e linfomas. 

Prognostico e tratamento 

Dependendo da forma clinica, o prognostico pode sofrer 
altera^oes. De maneira geral, quando o paciente e imuno- 
competente, a doenga se resolve sem maiores incidentes. O 
tratamento segue, basicamente, o mesmo protocolo praticado 
nas doen^as fungicas sistemicas. Assim, anfotericina B e suas 
prepara^oes lipossomal e lipidicas, miconazol, cetoconazol, 
fluconazol, itraconazol, posaconazol e voriconazol sao as dro- 
gas utilizadas. Ocasionalmente, tratamentos cirurgicos podem 
ser requeridos, como a lobectomia nos histoplasmonas e o 
desbridamento das fibroses mediastinicas. 
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■ LOBOMICOSE 
Etiologia e epidemiologia 

A lobomicose se caracteriza por uma infecgao de natu- 
reza cronica progressiva que acomete o tecido cutaneo e sub- 
cutaneo, apresentando lesoes de aspecto tumoral. Dentre os 
sitios anatomicos comprometidos, ombros e pavilhao auricu¬ 
lar sao preponderantes. O agente etiologico dessa condigao e 
o fungo Lacazia loboi, que comumente se apresenta no tecido 
tegumentar como celulas leveduriformes globosas ou elipti- 
cas isoladas ou em pequenas cadeias ramificadas. Por nao ser 
cultivavel, suas caracteristicas ecologicas sao amplamente des- 
conhecidas. Todavia, sabe-se que a doenga e mais prevalente 
em paises da America Latina, tendo na regiao amazonica e 
no centro-oeste do Brasil, alem do Suriname, as principais 
areas de endemicidade. Outras regioes relatadas incluem Me¬ 
xico, Honduras, Costa Rica, Panama, Venezuela, Colombia, 
Bolivia, Peru e Europa. A lobomicose parece afetar mais os 
individuos do sexo masculino com idade entre 30 e 40 anos 
que trabalham em areas rurais ou agricolas. Animais marinhos 
como golfmhos tambem podem ser acometidos. 

Clinica e patologia 

Normalmente, a infecgao tern inicio apos a implanta^ao 
traumatica de Lacazia loboi no tecido cutaneo, subepidermi- 
co e subcutaneo, em decorrencia de ferimento com material 
vulnerante de natureza vegetal ou picada de insetos. Apesar de 
controverso, ha relatos na literatura sobre a transmissao entre 
animais superiorres infectados e os seres humanos. A transmis¬ 
sao entre humanos tern sido obtida apenas experimentalmente. 
A doen^a e assintomatica, mas pode se mostrar pruriginosa, 
com sensa^ao de queimagao ou dor e determinar mal-estar. A 
lobomicose e um processo indolente e de curso insidioso que 
tende a formar lesoes queloidiformes, nodulares e verrucosas, 
bem como placas com superficies crostosas e ulceradas. Atrofia, 
hiperqueratose, hiper ou hipopigmentagao ou paraceratose sao 
observadas na pele lesionada. Nao ha, contudo, evidencias de 
necrose ou supuragao. As areas mais acometidas do corpo sao 
face, pescogo, pavilhao auricular, membros superiores e infe- 
riores, nadegas e regiao lombossacral. Lesoes deformantes na 
regiao da face tern sido relatadas. Algumas vezes, lifonodos re¬ 
gional podem ser implicados. Frequentemente, as adenopatias 
sao mais observadas em lesoes recentes. 

A lesao inicial e representada por papulas e pequenos 
nodulos circunscritos e consistentes de coloragao rosea ou 
acinzentada que, ao aumentarem de tamanho e coalecerem, 
produzem grandes areas multilobuladas. Alem das areas pro- 
ximas, esse crescimento pode ocorrer tambem em regioes 
nao contiguas e distantes do organismo. O espalhamento da 
doen^a se da por extensao periferica, autoinoculagao em de¬ 
correncia de prurido ou por disseminagao vascular linfatica 
ou hematogenica. A disseminagao visceral tern sido pouco 
descrita. Grandes lesoes endurecidas com bordos lobulados 
e areas superficiais pouco comprometidas, lisas e brillhantes 
devido a processos atroficos e com alteragao na pigmentagao 
podem surgir como resultado da progressao da micose. Cer- 


tas lesoes podem, ainda, se apresentar totalmente lobuladas ou 
muito rugosas e com fissuras. Nao ha fixagao em musculos 
e ossos subjacentes. Classicamente, cinco tipos principais de 
lesao tern sido descritos: tipo infiltrativo, queloidiano, gomo- 
so, verrucoso e ulcerativo. O tipo infiltrativo esta associado 
a lesoes papulo-nodulares, por isso, e mais caracteristico das 
fases iniciais da lobomicose. O tipo queloidiano e represen- 
tado por massas duras e fibroticas. O tipo gomoso e deter- 
minado por lesoes tegumentares profundas. O tipo verrucoso 
e geralmente decorrente de lesoes antigas e cronicas. O tipo 
ulcerativo apresenta perda de tecido e, com frequencia, esta 
relacionado a infec^oes bacterianas secundarias. Nesse ulti¬ 
mo, lesoes deprimidas e escavadas podem permanecer como 
sequelas. Histologicamante, a lobomicose produz um granu¬ 
loma histiocitico subepidermico com macrofagos e celulas 
gigantes contendo abundantes elementos fungicos. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame microscopico direto e histopatologia: pelo 
fato de Lacazia loboi ainda nao ter sido isolada em cultura, 
o exame direto dos especiens clinicos e o estudo histo- 
patologico sao os principais instrumentos para o diag¬ 
nostico laboratorial. A avaliagao microscopica com KOH 
a 10% a 20% revela a presen^a de grande quantidade de 
estruturas ovaladas ou em forma de limao, de paredes du- 
plas, com tamanho de cerca de 9 jum e semelhantes as ce¬ 
lulas parasitarias de Paracoccidioides brasiliensis. No entanto, 
diferentemente de P. brasiliensis , as celulas filhas e parentais 
exibem o mesmo diametro. Os elementos leveduriformes 
de L. loboi sao gemulantes, capazes de formar pequenas 
cadeias de celulas e ramificar ou manter uma formagao 
em dupla, produzindo uma imagem tecidual conhecida 
como “ampulheta”. Em preparagoes histologicas com 
hematoxilina e eosina (HE), o fungo se cora pobremente, 
todavia, um material eosinofilico homogeneo pode ser 
visualizado ao redor da celula. Corpos asteroides radia- 
dos e eosonofilicos podem ser detectados, confirmando 
a ocorrencia do fenomeno de Splendore-Hoepli. Pela 
coloragao de Gridley, L. loboi apresenta um citoplasma 
amarelado com um nucleo enegrecido e parede celular 
rosacea. Um material granular associado a parede celular 
pode ser tambem observado. Com a tecnica do acido pe- 
riodico de Schiff (PAS), pode ser visualizada uma massa 
protoplasmatica retraida e fortemente corada com evi- 
dente material granular. Uma maior defmigao das estru¬ 
turas leveduriformes e seus limites pode ser conseguida 
com a colora^ao pela prata (Gromori-Grocott). Nessa 
preparagao histologica, o tubo de conexao entre a celula 
filial e parental e melhor demonstrado. 

Lacazia loboi Taborda,Taborda et McGinnis, 1999. 

■ Taxonomia: L. loboi e uma especie com identidade 
bem defmida e muito proximamente relacionada ao 
Paracoccidieoides brasiliensis e a outros fungos dimorficos 
da ordem Onygenales ( Blastomyces dermatitides, Emmonsia 
parva, Histoplasma capsulatum ). 


752 


Parte 11 



Diagnostico Laboratorial das Infecgoes Fungicas 


■ Tecido: Elementos leveduriformes globosos a subglo- 
bosos (5 a 11 |um) com gemulas unidas por uma base 
de insergao estreita (tubo de conexao). As celulas podem 
se apresentar isoladas e/ou em cadeias de comprimento 
variavel e com diferentes graus de ramifica^ao. A sepa- 
ragao das celulas adjacentes ocorre por aumento da es- 
pessura da parede celular, que contem constitutivamente 
melanina. 

Diagnostico diferencial 

Clinicamente a lobomicose, pode apresentar aspecto 
de queloide associado a queimaduras ou traumatismos, me¬ 
lanomas, psoriases, piodermites, hanseniase, leishmaniose, 
paracoccidioidomicose, cromoblastomicose ou esporotrico- 
se, quando ha espalhamento linfatico. Todavia, para o diag¬ 
nostico diferencial, a idade das lesoes deve ser considerada. 
Processos mais recentes podem ser semelhantes a queloides, 
fibrossarcomas ou dermatossarcomas. No caso de lesoes mais 
antigas, essas sao semelhantes, entre outras, a cromblastomi- 
cose e micetoma. 

Prognostico e tratamento 

A lobomicose tern um prognostico bom a excelente. A 
cirurgia, criocirurgia e eletrocoagulagao sao os procedimentos 
de melhor resposta, principalmente para lesoes limitadas, tendo 
em vista a quimioterapia antifungica se mostrar inefetiva. As 
drogas que podem ser empregadas incluem ocetoconazol, itra- 
conazol, posaconazol, 5-fluorocitosina e anfotericina B. Nao 
ha tendencia a cura espontanea e recidivas sao frequentes. Le¬ 
soes j ovens e antigas convivem no mesmo paciente. 

■ MICROSPORIDIOSES 
Etiologia e epidemiologia 

Microsporidioses sao infecgoes normalmente oportunis- 
tas, determinadas por distintos generos de microsporidios. O 
termo microsporidio compreende mais de 1.400 especies, inclui- 
das em 170 generos, que pertencem ao Filo Microsporidia. Os 
principais generos relacionados a doenga humana e animal sao 
Amblyospora sp., Anncaliia sp., Brachiola sp., Culicospora sp., Ence- 
phalitozoon sp., Endoreticulatus sp., Enterocytozoon sp., Glugea sp., 
Microsporidium sp., Nosema sp., Nucleospora sp., Parathelohania sp., 
Pleistophora sp., Septata sp., Spraguea sp., Thelohania sp., Trachipleis- 
tophora sp., Vittaforma sp. e Visvesvaria sp. Dentre esses generos, 
existem 14 mais prevalentes na doenga humana, com destaque 
para os generos Encephalitozoon sp. e Enterocytozoon sp. Esses 
organismos eucariontes, unicelulares e parasitas obrigatorios 
foram, a principio, classificados como protozoarios, mas, atual- 
mente, foram incluidos no grupo dos fungos pela observagao da 
presenga de quitina na parede celular, ocorrencia de mecanismo 
mitotico identico aos dos Ascomycota e Basidiomycota, cuja 
divisao nuclear se da sem dissolugao da membrana dos nucleos, 
identificagao do gene HSP70 (Heat Shock Proteins) mitocon- 
drial e analises filogeneticas dos genes da a e P-tubulina, ge¬ 
nes daTBP (TATA-Box Binding Protein), genes da subunidade 


maior da RNA Polimerase II, genes dos fatores de elongagao e 
transloca^ao EF- a e EF-2 e genes da glutamil tRNA sintetase. 
Apesar das caracteristicas biologicas aproximarem os micros- 
poridios dos fungos, esses tern sido considerados, na realidade, 
como um “grupo-irmao” e nao como verdadeiros fungos. Em 
decorrencia de seus aspectos peculiares, todavia, geneticamente 
os microsporidios tern sido considerados ancestrais ou interme¬ 
diaries entre os seres procariontes e eucariontes. 

Ultraestruturalmente, esses microrganismos possuem 
uma camada externa proteica (camada exosporica), uma 
interna de natureza quitinosa (camada endosporica) e uma 
membrana citoplasmatica que reveste toda a estrutura do es- 
poro, conferindo grande resistencia. Contidos no esporoplas- 
ma, estao o nucleo, os ribossomas, o reticulo endoplasmatico 
e o vacuolo posterior. Os microsporidios exibem um genoma 
extremamente reduzido e compacto, e seus nucleos podem ser 
tanto monocarioticos quanto dicarioticos. No esporoplasma, 
os nucleos dicarioticos se posicionam muito proximamente 
um do outro e funcionam como uma unica unidade nuclear. 
Em estreita ligagao com o reticulo endoplasmatico, e apre- 
sentando um arranjo regular, existem muitos ribossomos que 
lembram aqueles dos organismos procariontes, cujo tamanho 
e cerca de 70S. Esporos maduros, apesar de nao possuirem 
mitocondrias, apresentam organelas cripticas com membra¬ 
na dupla, derivadas das estruturas mitocondrias, denomina- 
das mitossomos. Os mitossomos estao relacionados a sintese 
de complexos de ferro-enxofre, cuja fungao quimica, dentre 
outras, e a transference de eletrons, gerando ATP, como na 
respiragao celular, porem sem a fosforilagao oxidativa. Esses 
fungos nao apresentam um aparelho de Golgi tipico, mas sim 
membranas lamelares e vesiculares semelhantes as de Golgi, 
chamadas de polaroplasto, que se localizam na parte anterior 
do esporo. Um conspicuo filamento tubular polar com uma 
por^ao reta e outra espiralada em helice tern sido reconhe- 
cido nesses organismos. Alem desse elemento filamentoso, 
uma estrutura frontal, com um aspecto de “cogumelo”, de- 
nominada disco de ancoragem, tern sido tambem observada. 
Apicalmente, atraves de sua porgao reta, o tubulo polar pode 
se ligar a esse disco de ancoragem. Nessa regiao, a parte reta 
do tubulo polar e o disco de ancoragem sao envolvidos pelo 
polaroplasto. A porgao espiralada do tubulo polar, por sua vez, 
continua para a regiao posterior do esporo, formando varias 
algas no interior do esporoplasma. O numero de voltas do 
filamento polar, o seu arranjo espacial relativo e o angulo de 
inclinagao da helice permitem diagnosticar a especie de mi¬ 
crosporidio. Nessa area posterior do esporo, se encontra um 
grande vacuolo que parece funcionar como um peroxissoma. 
Como ocorre com as mitocondrias e os hidrogenossomas, 
peroxissomas estao ausentes nesses microrganismos. 

O ciclo de vida dos microsporidios compreende tres fa- 
ses principais. A fase infectante ou ambiental, representada 
pelos esporos; a fase proliferativa, merogonica ou esquizogo- 
nica, e a fase esporogonica ou de formagao de esporos. Alem 
disso, a divisao celular pode ocorrer tanto sexuada quanto 
assexuadamente. O esporo e a unica fase do ciclo vital des¬ 
ses organismos que ocorre fora da celula do hospedeiro. Os 
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esporos apresentam paredes espessas, pequenas dimensoes 
(1 a 12 pm) e morfologia oval ou piriforme. Um aspecto 
notavel e a presenga do aparato de extrusao, formado pelo 
tubulo polar, disco de ancoragem, poroplasma, reticulo endo¬ 
plasmatico e vacuolo posterior. Ao entrar em contato com o 
hospedeiro adequado, uma serie de eventos ocorre no meio 
externo, antes da invasao do parasita na celula. A ativagao ou 
germinagao do esporo se caracteriza pela quebra da orga- 
nizagao e da compartimentaliza^ao do esporoplasma. Uma 
mudanga na pressao osmotica e no pH do esporo resulta no 
influxo de agua e intumescencia do polaroplasto. O aumento 
do tamanho do polaroplasto induz a evagina^ao inicial do 
filamento tubular, pela por^ao anterior do esporo. Ao mes- 
mo tempo, o vacuolo posterior se expande e empurra para 
fora o esporoplasma e o nucleo, atraves do filamento tubular 
externalizado. Durante a descarga do material infectante, o 
disco de ancoragem segura o filamento tubular na posigao 
correta de extrusao. O mecanismo pelo qual o tubulo polar 
penetra na celula do hospedeiro parece incluir uma fagoci- 
tose, que ocorre quando o apice do esporo entra em contato 
com a membrana plasmatica da celula do hospedeiro. Dessa 
forma, o tubulo polar descarrega diretamente o esporoplasma 
no citoplasma da celula-alvo. Esse esporoplasma e circunda- 
do por uma membrana secretada pelo polaroplasma. Com a 
entrada na celula, inicia-se, entao, a fase proliferativa do ciclo 
de vida, caracterizada pela ocorrencia da merogonia, perio- 
do em que o parasita aumenta massivamente o seu numero, 
com a forma^ao, em grande quantidade, de celulas designa- 
das de merontes. Os merontes sao celulas arredondadas que 
apresentam uma membrana tipica, uma grande regiao nuclear 
com nucleos simples ou duplos, um reticulo endoplasmatico 
pouco desenvolvido e muitos ribossomos dispersos no cito¬ 
plasma ou em associagao com o reticulo endoplasmatico e 
com a membrana nuclear. Nessa fase, a divisao celular ocorre 
por repetidas fissoes binarias (merogonia) ou por fissao mul- 
tipla (esquizogonia). Quando a divisao nuclear (cariocinese) 
ocorre sem a concomitante divisao do citoplasma (citoci- 
nese), e formada uma celula com multiplos nucleos, deno- 
minada plasmodio merogonial. Essas celulas multinucleadas, 
entretanto, num outro momento do ciclo biologico fungi- 
co, tambem podem sofrer citocinese. Os merontes podem se 
desenvolver de forma direta no citoplasma do hospedeiro e 
em vacuolos parasitoforos ou vesiculas esporoforas, formadas 
por uma membrana simples, secretada pelo hospedeiro. Esses 
elementos estao, ainda, imersos numa substancia amorfa, pro- 
duzida pelo proprio parasita, ou envolvidos pelo reticulo en¬ 
doplasmatico do hospedeiro. A fase esporogonica tern inicio 
quando os merontes se convertem em esporontes, passando a 
exibir um citoplasma mais denso, pela formagao progressiva 
de diversas organelas intracelulares. Os esporontes podem se 
dividir, formando dois ou mais esporoplastos. Contudo, esses 
esporontes podem continuar se dividindo por fissao binaria, 
sem a ocorrencia de citocinese, produzindo, a semelhanga dos 
merontes, celulas multinucleadas, conhecidas como plasmo- 
dios esporogoniais. Esses plasmodios esporogoniais, poste- 
riormente, tambem podem se dividir por plasmotomia. Os 


esporoplastos formados amadurecem e se transformam em 
esporos. Nesse ponto, nao ha mais divisoes celulares. O ama- 
durecimento dos esporoplastos e caracterizado pelo espessa- 
mento da parede celular e formagao de suas diversas camadas, 
bem como pela sintese e desenvolvimento de ribossomos, 
reticulo endoplasmatico liso e rugoso, complexo de Golgi 
atipico, vacuolo posterior, filamento tubular com sua parte 
reta e helicoidal, polaroplasto vesicular e lamelar, e aparato de 
extrusao. A polarizagao das organelas do esporoplasto fmaliza 
a formagao do esporo. A grande quantidade de esporos for¬ 
mados acaba por romper a celula parasitada, liberando essas 
estruturas no meio extracelular. Dessa forma, inicia-se, nova- 
mente, o ciclo evolutivo do microrganismo. 

A epidemiologia da microsporidiose varia com o status 
imunologico dos pacientes e com a especie de fungo envolvi- 
da. Em individuos imunocompetentes, cursa, principalmente, 
como uma diarreia que se resolve e, em imunocomprome- 
tidos, como uma diarreia cronica. Nos individuos com Aids, 
a prevalencia varia de 7% a 50%, com uma media geral de 
15%. A distribuigao e mundial, com mengao a paises como 
Alemanha, Australia, Brasil, Canada, Estados Unidos, Franga, 
Inglaterra, Italia, Holanda, Porto Rico, Su if a e Zambia. Antes 
da instituigao da HAART, a prevalencia da microsporidiose 
era mais alta entre os pacientes com HIV que apresentavam 
contagem de CD4 + em torno de 100 celulas/mm 3 de sangue. 
Em individuos nao infectados com HIV, a taxa varia de 1,3% 
a 22%, podendo chegar ate a 80%. Entre os individuos sus- 
ceptiveis, estao incluidos doadores de sangue, mulheres gra¬ 
vidas, transplantados de orgao, usuarios de lentes de contato, 
trabalhadores em matadouros, mateiros e criadores de caes. 
Em viajantes, oscila de 3,3% a 10% e, em criangas diarreicas 
ou nao e desnutridas, pode variar de 5,9% a 17,4% e, em 
idosos, pode chegar ate a 17,02%. 

A observagao de que os microsporidios sao ubiquitarios 
e a infecgao e amplamente distribuida, sugere a existencia de 
muitas fontes e modos de transmissao. As principais fontes de 
microsporidios sao a agua, alimentos, insetos e animais (caes, ga- 
tos, raposas, equideos, ruminantes, suinos, aves, coelhos e outros 
roedores, guaxinins, primatas nao humanos e peixes). A presen- 
ga de microsporidios no trato respiratorio, intestinal e urogenital 
e prostata de individuos infectados, e a excregao de esporos na 
urina e fezes, indicam que a transmissao horizontal inter-hu- 
mana e possivel. Esta ocorre por rotas que incluem transmissao 
fecal-oral, oral-oral, inalagao de aerossois contaminados, inges- 
tao de alimentos e agua contaminados e traumatismo de pele 
e mucosas, o que permite que os parasitas penetrem nos teci- 
dos por invasao direta, atraves do epitelio. Riscos de transmissao 
horizontal estao ainda associados a praticas homossexuais e a 
transmissao venerea, uso de drogas endovenosas, exposigao a 
agua de forma ocupacional ou recreacional (piscinas, banheiras 
de hidromassagem) e, ainda, por domicilio proximo a sistemas 
de distribuicao de agua potavel. Alem disso, a agua contaminada 
pode entrar em contato com os alimentos durante o seu pre- 
paro ou na irriga^ao de culturas agricolas. Solos, valas, fossas e 
esgotos podem transferir para a agua os esporos fungicos que, 
por serem extremamente resistentes, sobrevivem longo tempo 
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em meio hidrico e no ambiente, em geral. A contagio horizon¬ 
tal e a forma mais comum de transmissao da microsporidiose. 
A infeccao de conjuntiva, contudo, parece implicar uma au- 
toinoculagao. A transmissao vertical, por sua vez, tern lugar na 
linhagem ou descendencia do hospedeiro. Os fungos sao pas- 
sados de geragao em geragao, podendo ser transmitidos por via 
transplacentaria (vertebrados) ou transovariana (invertebrados), 
onde o parasita passa da mae para o zigoto, pelo citoplasma do 
gameta feminino. Essa transmissao vertical tern sido descrita em 
animais carnivoros, cavalos, macacos e roedores. No homem, 
ainda e controversa. Normalmente, a transmissao e unioparen- 
tal, sendo a mae, de fato, a responsavel pela infeccao a prole. 
Em decorrencia do reduzido tamanho do gameta masculino, e 
pouco provavel que esse contribua verticalmente. A transmissao 
zoonotica tambem tern sido considerada, j a que seres humanos 
tern sido infectados com especies que infectam animais domes- 
ticos, de produgao e selvagens. A transmissao por vetores, a par- 
tir da picada de abelhas, vespas, marimbondos e mosquitos tern 
sido relatada. Das glandulas salivares e intestinais e segmentos 
musculares de insetos foram isolados fungos, o que corrobora 
com os relatos de transmissao vetorial. 

Clinica e patologia 

Os microsporidios causam um grande numero de infec- 
goes localizadas ou disseminadas. Os aspectos clinicos depen- 
dem do modo de transmissao, do tipo de especie infectante 
e do status imunologico do paciente e sua capacidade de res¬ 
ponder a infeccao fungica. Em humanos, tres grupos princi¬ 
pal de pacientes tern sido identificados e associados a especies 
fungicas e a tipos lesionais especificos, quais sejam: pacientes 
imunocomprometidos HIV-positivos, pacientes imunocom- 
prometidos HIV-negativos e pacientes imunocompetentes. 

Em imunocomprometidos infectados com HIV, em ge¬ 
ral, sao observadas infecgoes intestinais cronicas, cursando 
com perda de peso e dor abdominal. Nos imunocompro¬ 
metidos por outras causas (transplantados de medula ossea 
e orgaos solidos), sao frequentes as infecgoes disseminadas 
com envolvimento cerebral, ocular, respiratorio superior e 
inferior, cardiaco, geniturinario, hepatico, osseo e muscular, 
tegumentar, bem como gastrointestinal. Doenga disseminada, 
com estado de emaciamento e enfraquecimento geral, tern 
sido tambem relatada. Criangas primariamente infectadas e 
malnutridas desenvolvem uma diarreia persistente. Normal¬ 
mente, em pacientes imunocompetentes, as microporidioses 
sao infec^oes assintomaticas ou intestinais agudas e circuns- 
critas com cerca de 2 a 3 semanas de dura^ao. Naqueles 
pacientes sem alteragoes imunologicas, os aspectos clinicos 
mais notaveis sao diarreia autolimitada, diarreia dos viajantes, 
convulsoes, queratite e ulcera de cornea. Interessante notar 
que animais carnivoros desenvolvem respostas hiperimunes, 
resultando na formagao de imunocomplexos e doenga renal. 

Diagnostico laboratorial 

Atualmente, muitos metodos para a detec^ao e dife- 
renciagao de especies de microsporidios estao disponiveis. 
Dentre esses metodos, podem ser destacados a microscopia 


eletronica de transmissao, microscopia optica, citologia, his- 
topatologia, ensaios de imunofluorescencia, que empregam 
anticorpos policlonais ou monoclonais, cultura de celulas e 
biologia molecular. Pelo fato das microsporidioses apresen- 
tarem varia^oes em seus aspectos clinicos e epidemiologicos, 
a utiliza^ao de diferentes metodos de diagnostico aumenta 
as chances de identificagao dos agentes fungicos. Como o 
acometimento de multiplos sitios anatomicos nao e inco- 
mum nessas infec^oes, mais de um especimen clinico deve 
ser analisado. Na doen^a disseminada, os especimens de urina 
devem ser sempre avaliados. 

A coleta e o transporte dos especimens clinicos sao etapas 
criticas para o sucesso do diagnostico. As amostras de fezes ou 
descargas intestinais podem ser enviadas a fresco ou preser- 
vadas em formol 5% a 10%. Da mesma forma, as amostras de 
urina podem ser enviadas in natura ou fixadas. Adequadas para 
o diagnostico das microsporidioses sao tambem as amostras 
de biopsia de orgaos e tecidos diversos. Outras amostras em- 
pregadas no diagnostico sao bile, escarro, lavado broncoalve- 
olar, secregoes nasais e paranasais, liquor, pungao de ganglios e 
abscessos, raspados de cornea e swabs de mucosas. As amostras 
transportadas a fresco sao adequadas para a cultura de celulas 
e a biologia molecular; aquelas fixadas em formol sao re- 
comendadas para os estudos de histopatologia, e aquelas em 
gluteraldeido sao usadas na microscopia eletronica. 

Relativamente aos agentes fungicos e os hospedeiros 
acometidos, Brachiola vesicularum , Encephalitozoon hellen , Tra- 
chipleistophora hominis e T. anthropthera tern sido isolados de 
pacientes infectados com HIV, e Nosema ocularum, B. (Nosema) 
connori, Vittaforma (Nosema) cornea, Microsporidium africanus, M. 
ceylonesis tern sido identificados nos outros tipos de pacientes, 
ou seja, em imunocomprometidos nao infectados com HIV 
e imunocompetentes. Brachiola ( Nosema ) algerae , E. cuniculi , 
E. (S eptata) intestinalis, Enterocytozoon bieneu e Pleitosphora sp., 
contudo, tern sido isolados indistintamente em todos os gru¬ 
pos de hospedeiros humanos. 

■ Microscopia eletronica de transmissao: a tecnica e 
considerada gold standard para a determina^ao ou confir- 
magao da especie de microsporidio e para a classificagao 
taxonomica de novas especies. As caracteristicas ultra- 
estruturais que sao utilizadas para a diferencia^ao dos 
microsporidios incluem configuragao nuclear, arranjo 
do filamento polar, numero de algas da porgao espira- 
ladas do filamento polar, disco de ancoragem, interface 
parasita-hospedeiro (presen^a ou ausencia de vacuolo 
parasitoforo ou vesicula esporofora) e fase do desenvol- 
vimento do esporo. Essa tecnica e mais sensivel quando 
se emprega fluidos corporais do que biopsia. A diferen- 
ciagao das especies de microsporidios e mais dificil em 
biopsia porque a fase proliferativa esta ausente ou e rara 
nesse tipo de amostra. A detecgao do organismo em bi¬ 
opsia, todavia, e muito mais especifica. Por ser laboriosa, 
onerosa e requerer conhecimentos mais especializados, 
a tecnica de microscopia eletronica nao esta disponivel 
nos laboratories de rotina. 
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Microscopia optica: o diagnostico de microsporidiose 
e amplamente realizado pela observa^ao microscopica dos 
agentes em amostras de fezes, urina, fluidos biologicos e 
tecidos. Apesar de ser possivel determinar a ocorrencia 
de infec^ao, a diferencia^ao de genero e/ou especie e de- 
ficiente por essa tecnica. Os esporos dos microsporidios 
podem ser detectados citologicamente nos especimens 
clinicos, a pardr da utilizagao de diferentes coloragoes; 
no entanto, aquelas de rotina, como Giemsa e Gram, 
por nao permitir a diferenciagao dos microsporidios de 
outras estruturas presentes nos tecidos, podem embutir 
certa dificuldade na observagao microscopica. Os meto- 
dos de coloragao mais adequados sao aqueles que utilizam 
o corante cromotrope 2R como base. Dentre as varias 
modifica^oes dessa tecnica, destacam-se a Colorado tri- 
cromica, onde os fungos apresentam uma Colorado rosa 
avermelhada escura e refringente com a presen^a de uma 
area mais clara. Ao se associar a Colorado de Gram com o 
cromotrope 2R (coloragao Gram-cromotrope a quente), 
os microsporidios exibem uma coloragao violeta escuro. 
Tecnicas de fluorescencia tambem tern sido aplicadas para 
o diagnostico. Os corantes branco de calcofluor e Uvitex 
2B produzem fluorescencia para o material fungico. 
Nesse tipo de coloragao, fluorocromos reagem especifica- 
mente com a quitina do endosporo. A maior desvantagem 
e necessidade de um microscopio de fluorescencia para 
a execu^ao da tecnica e a ocorrencia de fluorescencia 
em qualquer elemento de origem fungica na amostra. 
Histopatologicamente, varios metodos estao tambem dis- 
poniveis para o diagnostico de microsporidiose. No mate¬ 
rial fixado em formol e parafmado, os esporos podem ser 
corados de purpura, vermelho ou violeta pelas coloragoes 
de hematoxilina e eosina (HE), Giemsa, Ziehl-Neelsen, 
acido de periodico de Schiff (PAS), Gram modificado por 
Brown-Breen e Gram modificado por Brown-Hopps. As 
coloragoes cuja base e a prata, como Gromori-Grocott e 
Warthin-Starry, coram os fungos em negro ou marrom- 
-escuro. Pela coloragao de Warthin-Starry, e possivel 
diferenciar os esporos de microsporidios dos lisossomas 
e debris apoptoticos dentro do enterocito. A tecnica de 
cromotrope 2R e suas modificagoes (coloragao tricomica 
modificada por Ryan-Blue, Colorado tricomica modifi- 
cada por Weber-Green, coloragao tricomica de Gromori 
modificada por Wheatley, tricromica acido-resistente) po¬ 
dem tambem ser utilizadas na histopatologia da micros- 
poridioses, sendo os esporos corados de rosa a purpura. 
Cultura de celulas e modelo animal: alguns micros¬ 
poridios que infectam seres humanos tern sido cultivados, 
por curtos periodos de tempo, em diferentes tipos de ce¬ 
lulas animais e humanas (celulas renais de coelhos, maca¬ 
cos e cao, e fibroblastos fetais de pulmao humano). Apesar 
de nao ser relevante para o diagnostico de rotina, a cultura 
desses organismos tern sido empregada para determinar a 
eficacia de agentes antimicrobianos, bem como permitir 
o aumento do numero de esporos para estudos de mi¬ 
croscopia eletronica e biologia molecular. Modelos ani¬ 


mais sao necessarios para estudos de rota de transmissao, 
resposta imunologica, estrategias terapeuticas e produgao 
de anticorpos mono e policlonais. Diferentes animais de 
laboratorio (camundongos, coelhos, macaco rhesus), com 
caracteristicas especificas, sao empregados. 

■ Sorologia: uma variedade de metodos sorologicos (tes¬ 
te da imunofluorescencia indireta, ensaio de imunoab- 
sorgao enzimatica, contraimunoeletroforese, Western 
blotting) tern sido estabelecidos para detectar imuno- 
globulina G e M contra certos microsporidios. Essas 
provas sorologicas parecem ser adequadas aos estudos 
epidemiologicos. No entanto, nao esta claro se esses tes¬ 
tes representam, de fato, uma infecgao verdadeira, uma 
rea^ao cruzada com outros organismos ou uma reagao 
inespecifica. 

■ Biologia molecular: provas moleculares tern sido 
empregadas para a detecgao e identifica^ao de especies 
patogenicas. Esses metodos sao ainda importantes para a 
classificagao taxonomica e estudos filogeneticos. A tecnica 
da PCR tern sido utilizada para o diagnostico laboratorial 
e diferenciagao de especies de microsporidios agentes de 
doen^a humana. Diversos primers tern sido descritos para 
amplificar sequencias de genes de diferentes especies de 
microsporidios. A subunidade menor do rRNA e a regiao 
ITS tern sido utilizadas como alvos moleculares princi¬ 
pals. De maneira geral, a PCR e significativamente mais 
sensivel e especifica do que a microscopia, mas ainda nao 
esta disponivel em muitos laboratories de rotina. Outra 
tecnica molecular que tern sido tambem estabelecida para 
o diagnostico de infec^ao em humanos e a hibridizagao 
in situ. Sondas especificas sao direcionadas contra a su¬ 
bunidade menor do rRNA do microsporidio infectante, 
detectando sua sequencia no tecido, o que permite a 
identifica^ao de diferentes estagios fungicos (plasmodial e 
esporo) no citoplasma da celula do hospedeiro. Essa tecni¬ 
ca, todavia, e laboriosa e sua sensibilidade e especificidade 
ainda precisam ser determinadas. 

Diagnostico diferencial 

As microsporidioses devem ser diferenciadas de infec- 
goes causadas por citomegalovirus, Mycobacterium sp., Cryp¬ 
tosporidium sp., Ciclosporidium sp., Isospora sp., Leishmania sp., 
Toxolpasma sp. e Criptococcus sp. 

Prognostico e tratamento 

A maioria das infec^oes extraintestinais ocorre como 
parte de doenga disseminada e tern um prognostico mais re- 
servado do que aquelas infec^oes gastrointestinais, por esta- 
rem relacionadas a imunocomprometimentos de base e a um 
diagnostico dificil, o que leva, consequentemente, a demoras 
na instituigao do tratamento especifico. Nesse sentido, a re- 
constituigao imunologica, sendo possivel, e essencial para a 
resolugao da infec^ao. O albendazole, no entanto, e a droga de 
escolha para a maioria das especies que infectam os seres hu¬ 
manos. Outras drogas tern sido utilizadas tambem no controle 
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e tratamento das infecgoes por esses organismos tais como 
fumagilina, analogos das poliaminas, nicomicinas, fluoroqui- 
nolonas, atovaquona, azitromicina, furazolidona, itraconazol, 
metronidazol, nitazoxanida, octreotida, sinefungina e sulfas. 
Como a transmissao hidrica e frequente, para o controle e a 
prevengao da microsporidiose, tratamentos com ozonio, clo- 
ra^ao, exposi^ao ao ultravioleta e irradiagao gama tern sido 
efetivos na redugao da viabilidade e infectividade desses orga¬ 
nismos na agua de abastecimento, para consumo e irriga^ao. 

■ PARACOCCIDIOIDOMICOSE 
Etiologia e epidemiologia 

A paracoccidioidomicose e uma micose granulomatosa 
e supurativa, progressiva e de evolugao subaguda ou croni- 
ca. A doenga compromete, primariamente, os pulmoes, com 
disseminagoes a outros orgaos e sistemas. O envolvimento de 
pele, membranas mucosas, linfonodos e suprarrenal e comum. 
Ocasionalmente, o trato gastrointestinal e outras visceras ex- 
trapulmonares podem ser acometidos. Formas subclinicas tern 
sido observadas em individuos aparentemente imunocompe- 
tentes, residentes em areas endemicas. O Paracoccidoides brasi- 
liensis e o Paracoccidioides lutzii sao os agentes etiologicos desse 
processo micotico. Atualmente, tern sido proposta a existencia 
de um complexo fungico, denominado complexo Paracoccidio¬ 
ides brasiliensis, ao qual essas duas especies pertencem. O fungo 
e dimorfico, exibindo um crescimento micelial, na natureza, e 
leveduriforme, nos tecidos. A morfologia da fase filamentosa 
e caracterizada pela presenga de hifas septadas hialinas, com 
esparsos clamidosporos e raros conidios, enquanto a fase leve¬ 
duriforme apresenta celulas de levedura grandes (4 a 30 pm) e 
globosas, paredes duplas e refringentes, e multiplas gemulagoes. 
Solos acidos e com grande quantidade de substancias organicas, 
em regioes umidas e florestas com muitos cursos de agua, tern 
sido relacionados ao habitat do P brasiliensis. A doenga e ende- 
mica, na America Latina, nas areas de clima subtropical com 
elevado indice pluviometrico (900 a 18.000 mm/ano) e tem- 
peraturas medias de 17 °C a 24 °C. Com relagao a distribuigao 
geografica, a paracoccidioidomicose se estende do Mexico ate 
o norte da Argentina e Uruguai. O Brasil contabiliza 80% dos 
casos relatados. Em contrapartida, Caribe, Nicaragua, Surina¬ 
me, Guianas e Chile parecem estar fora da area de endemici- 
dade. Essa micose e menos descrita em criangas e jovens, mas e 
regularmente diagnosticada em individuos adultos com idade 
entre 30 a 60 anos.Tipicamente, a doenga acomete com maior 
frequencia pessoas do sexo masculino (13 homens:l mulher), 
cuja ocupagao principal e rural. Interessante notar que, apesar 
da doen^a quase nao acometer os animais de areas endemicas, 
o tatu ( Dasypus novemcinctus) pode desenvolver a paracoccidio¬ 
idomicose, sendo esse fato considerado uma etapa importante 
no ciclo vital do fungo. 

Clinica e patologia 

A via de infec^ao mais comum e a respiratoria. Contudo, 
traumatismos com material vulnerante de natureza vegetal po¬ 


dem implantar o P. brasiliensis na pele e membranas mucosas. 
Apos a inalagao dos elementos fungicos infectantes, essas es- 
truturas podem ser destruidas ou se implantar no parenquima, 
dando origem a um foco primario pulmonar. Essa infecgao 
pode se manter assintomatica ou desencadear uma serie de ma- 
nifestagoes clinicas. A doenga pode surgir sem apresentar um 
periodo de latencia detectavel ou, o que e mais frequente, ser 
consequencia da reativa^ao de focos quiescentes. Uma forma 
juvenil aguda ou subaguda e uma forma cronica, tipica do in- 
dividuo adulto, sao distinguidas na paracoccidioidomicose. Na 
forma juvenil, os pacientes sao criangas ou jovens e apresentam 
alteragoes na resposta de base celular. Evolugao rapida e pro¬ 
gressiva, disseminagao hematogenica e importante comprome- 
timento de ba^o, figado, linfonodo e medula ossea caracterizam 
essa forma de paracoccidioidomicose. Clinicamente, sao obser- 
vados mal-estar geral, febre septica, astenia, anorexia, perda de 
peso e anemia, bem como hepatoesplenomegalia, linfadenites 
e disfungoes medulares. O enfartamento de lifonodos mesen- 
tericos pode levar a compressao intestinal e a sindrome do ab¬ 
domen agudo. Os ganglios tendem a sofrer necrose caseosa ou 
supuragao, abrindo-se em fistulas ou ulceras cutaneas. Pequenas 
papulas com vertice ulcerado e cobertas por crostas, abscessos 
subcutaneos, ulceras do trato gastrintestinal e osteomielite sao 
frequentes. A paracoccidioidomicose, em sua forma adulta, aco¬ 
mete mais de 90% dos pacientes, evoluindo de maneira lenta 
durante meses ou anos. Diferentemente da forma juvenil, as 
manifestagoes pulmonares sao a principal clinica desse tipo de 
paracoccidioidomicose. A sintomatologia observada e caracte- 
ristica de infecgao cronica do aparelho respiratorio, com tosse, 
expectora^ao, hemoptise, dispneia, dor toracica e febre baixa. 
Caquexia e insuficiencia respiratoria podem levar a obito. De 
maneira geral, essas manifestagoes cKnicas sao resultado da reati- 
va^ao de lesoes quiescentes que ficaram como sequelas de uma 
infecgao primaria dos pulmoes. Em consequencia de dissemi- 
nagoes, o envolvimento focal pulmonar pode determinar lesoes 
multifocais extrapulmonares. Mucosas oral e nasal, laringe, pele, 
linfonodos e glandula suprarrenal podem ser acometidos. Os 
processos orofaringeanos cursam com odontalgias, parestesias 
peridentarias, halitose e sialorreia. Disfonia, disfagia e dispneia 
obstrutiva podem ocorrer em virtude do comprometimento 
da laringe. O acometimento de suprarrenal pode levar a sin- 
tomas da sindrome de Addison. Microabscessos, papulas, ulce¬ 
ras muriformes, granulomas hipertroficos e amigdalite oculta 
sao as principals lesoes de mucosa. A pele pode exibir lesoes 
nodulares, papulares, pustulares, ulceradas, necroticas e hemor- 
ragicas. Os ganglios linfaticos subcutaneos podem se apresen¬ 
tar hipertrofiados e necroticos, com fistulas que drenam um 
exsudato supurativo. Menos frequentemente, lesoes oculares, 
meningoencefalicas, osseas e vasculares sao descritas. A maio- 
ria dos casos de paracoccidioidomicose cronica apresenta lesoes 
cutaneomucosas, ganglionares, pulmonares e suprarrenais. Uma 
forma residual pode ocorrer, apos a cura clinica da doen^a, pela 
presenga de fibroses que surgem como sequelas. As fibroses po¬ 
dem determinar estenose de laringe ou traqueia, atresia bucal e 
fibroenfisema pulmonar. Dispneia e restrigao cardiopulmonar 
sao observadas em 60% a 80% desses pacientes. 
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Diagnostico iaboratorial 

Tradicionalmente, o diagnostico defmitivo de paracoc- 
cidioidomicose e feito atraves de metodos micologicos con- 
vencionais como microscopia de especimens clinicos, cultura 
para isolamento e identificagao do P brasiliensis e testes soro- 
logicos que sao empregados como apoio ao diagnostico. 

■ Exame direto e histopatologia: um diagnostico pre- 
suntivo de paracoccidioidomicose pode ser obtido quando 
celulas leveduriformes esfericas ou ovaladas grandes (4 a 30 
pm ou 60 pm), de paredes espessas (0,2 a 1 pm), refringen- 
tes e com multiplas gemulas (2 a 10 pm) sao observadas 
na amostra clinica tratada com KOH a 10% ou calcofluor 
branco. Caracteristicamente, esses brotamentos apresentam 
uma estreita regiao de insergao entre a gemula e a celula 
mae. De forma ocasional, o P brasiliensis aparece como ce¬ 
lulas simples ou em pequenas cadeias, unibrotantes e com 
morfologia alongada, o que dificulta a diferenciacao com 
outros patogenos fungicos. A resposta granulomatosa e 
supurativa com infiltrado polimorfonuclear, mononuclear, 
macrofagos e celulas gigantes, bem como os elementos le¬ 
veduriformes multigemulantes intra e extracelulares podem 
ser visualizados em coloragao histopatologica com hema- 
toxilina e eosina (HE) e Papanicolaou. Tecnicas teciduais 
mais especificas para fungos como Gomori-Grocott (prata) 
e acido periodico de Schiff (PAS) podem ser empregadas. 

■ Cultura: A amostra clinica deve ser inoculada em meios 
mais enriquecidos como agar BHIA ou agar sangue 
com ou sem cloranfenicol e cicloheximida, dependendo 
de onde o material clinico foi coletado, se de um sitio 
esteril ou contaminado. A incuba^ao deve ser procedida 
a temperatura de 30 °C para isolamento da fase micelial 
do P brasiliensis. Meios com antimicrobianos nao devem 
ser incubados a temperatura de 37 °C, tendo em vis¬ 
ta o fungo ser sensivel aos antibioticos e antifungicos 
adicionados nos meios de isolamento primario, quan¬ 
do temperaturas elevadas sao empregadas. O tempo 
de incubagao deve se estender por ate 4 semanas, pois 
os cultivos desse agente nao sao faceis de serem obti- 
dos e o crescimento da fase filamentosa e lento. Como 
a morfologia filamentosa do P brasiliensis nao revela 
aspectos caracteristicos ou especificos, a conversao a fase 
leveduriforme e recomendada. Para tanto, sub cultivos do 
isolado primario devem ser feitos em agar Sabouraud 
dextrosado (SDA) ou agar infusao de cerebro-coragao 
(BHIA), sem antimicrobianos, a temperatura de 37 °C. 

Paracoccidioides brasiliensis (Splendore) Almeida, 1930. 

■ Fase filamentosa: 

■ Morfologia macroscopica: cresce muito lenta- 
mente a 30 °C, necessitando de 3 semanas ou mais 
para se desenvolver. Inicialmente, as colonias sao 
compactas (atingem 1 a 2 cm em 10 dias), planas a 
rugosas, com dobras, glabrosas e consistentes, desen- 
volvendo, posteriormente, tufos de pequeno micelio 
aereo que, eventualmente, cobre a sua superficie, 
dando um aspecto velutino a flocoso. A cor varia de 
branco a bege com o reverso marrom-acastanhado. 


■ Morfologia microscopica: as hifas sao septadas, 
hialinas, delgadas e medem 0,8-2,5 pm. Muitas 
hifas mostram dilata^oes na regiao septal (hifas em 
raquete). Clamidosporos (6,5-30 pm) intercalares 
ou terminais sao produzidas por todas as culturas. 
Os isolados nao esporulam bem nos meios mico¬ 
logicos de uso corrente, todavia, se conidios sao 
produzidos, esses sao unicelulares, piriformes a 
ovais (3 a 4 pm) e formados sobre pequenos coni- 
dioforos (2 a 3 pm) ou diretamente sobre as hifas 
vegetativas. Artrosporos triangulares ou retangu- 
lares com paredes espessas, formados de maneira 
alternativa na hifa submersa ou aerea, podem ser 
observados. Em alguns isolados, artrosporos inter¬ 
calares podem expandir-se para um dos lados, for- 
mando um esporo de parede fina e sessil. A espo- 
rulagao pode ser induzida no isolamento primario 
pela inoculagao em extrato de levedura ou agar 
agua e incubados a 22 °C-26 °C. Meios com altas 
concentrates de glicose nao sao adequados para 
uma boa esporulagao. Relativamente as caracteris- 
ticas micromorfologicas de P lutzii , essas apresen¬ 
tam pequenas diferengas quando comparadas com 
as do P. brasiliensis , todavia, e possivel observar que 
os conidios de P lutzii sao mais alongados do que 
os conidios de P brasiliensis, que se mostram mais 
curtos e arredondados. 

■ Fase leveduriforme: 

■ Morfologia macroscopica: as colonias tern 
um aspecto “aglomerado” ou “amontoado”, sao 
brancas, beges a amarronzadas, umidas, pastosas, 
macias, tornando-se cerosas e leveduriformes. 
Morfologia microscopica: as celulas de leve¬ 
dura tern 2 a 3 pm de diametro ou mais, a pare¬ 
de celular e dupla e refringente, sao ovais ou de 
forma irregular e apresentam uma ou multiplas 
gemulagoes unidas a celula mae por uma base de 
inser^ao estreita. Pequenas cadeias de celulas ou 
figuras caracteristicas, denominadas “chapeu de 
Mickey” e “roda de leme”, sao frequentemente 
produzidas. As celulas de P brasiliensis sao mais 
delgadas do que as de Blastomyces dermatitidis. 

Metodos nao culturais: a maioria dos casos de pa¬ 
racoccidioidomicose ativa apresenta anticorpos detecta- 
veis pelas provas sorologicas habitualmente empregadas. 
O antigeno imunodominante do P Brasiliensis e uma 
glicoproteina de peso molecular de cerda de 43kDa, 
denominada gp43. Imunodifusao dupla de Ouchterlony, 
fixagao de complemento, contraimunoeletroforese e en- 
saio imunoenzimatico, bem como precipitagao em tubo, 
aglutinagao em latex e imunofluorescencia indireta sao 
alguns dos sistemas empregados para o sorodiagnostico 
da paracoccidioidomicose. Testes cutaneos com paracoc- 
cidioidina podem demonstrar reagoes de hipersensibili- 
dade retardada, permitindo avaliar o estado imunologico 
do paciente e a prevalencia da exposigao ao fungo, em 
estudos epidemiologicos. A radiografia de torax tambem 
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tem sido empregada como prova auxiliar no diagnostico 
da paracoccidioidomicose. Apesar dos achados radiogra- 
ficos serem extremamente variados, alguns padroes estao 
sempre presentes. Infiltrados intersticiais e alveolares, 
consolidagao lobular, nodulos, fibrose, adenopatias, en- 
fisemas, cavitagao e paracoccidioidoma sao comumente 
descritos. 

Diagnostico diferencial 

As patologias a serem consideradas na diferenciagao 
da paracoccidioidomicose, tendo em vista a semelhanga de 
padroes anatomoclinicos e/ou a coincidencia de areas de 
endemicidade, sao a leishmaniose mucocutanea, doenga de 
Chagas, esquistossomose, carcinoma de celulas escamosas, 
leucemias, linfomas, histoplasmose, tuberculose, sifilis secun¬ 
daria e terciaria, e sarcoidose. 

Prognostico e tratamento 

A forma juvenil da paracoccidioidomicose e o com- 
prometimento adrenal e meningoencefalico e sempre de 
prognostico ruim. As drogas de escolha sao cetoconazol, 
fluconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina B em sua 
apresentagao tradicional, lipossomal ou lipidica, e sulfonami- 
das (sulfadiazina, sulfametoxipiridazina) e suas combinagoes 
(sulfametoxazol-trimetoprima, sulfadiazina-trimetoprima). 

■ PIEDRAS E TRICOSPORONOSE 
Etiologia e epidemiologia 

As piedras sao doengas fungicas associadas ao fio de 
cabelo (tricomicoses). O aspecto clinico mais evidente e a 
produgao de nodulos que se encontram aderidos a cuticu- 
la do pelo e sao formados por material fungico unido por 
substancia cimentante. Duas formas clinicas sao conhecidas: 
piedra negra e piedra branca. Apesar de apresentarem um 
comportamento clinico semelhante, seus agentes etiologicos 
sao distintos. A piedra negra e causada pelo fungo Piedraia 
hortae, que e umAscomycota.Esse fungo forma nodulos con- 
sistentes de Colorado negra na extremidade livre de pelos de 
seres humanos e animais. O couro cabeludo e o sitio anato- 
mico mais afetado. A formagao desses nodulos e claramente 
limitada aos fios de cabelo, nao sendo observada infec^ao em 
outros orgaos. A doenga ocorre, principalmente, em regioes 
de clima tropical umido da America Latina, Africa, India e 
Asia e Oceania. As florestas nativas dessas areas parecem ser o 
reservatorio desse fungo, que tem no solo sua principal fonte 
de infecgao. No entanto, ha relatos de doenga em nadadores 
e em individuos que se banham em rios ou aguas estagnadas, 
sugerindo o habitat aquatico como outra fonte do fungo. O 
sexo masculino parece apresentar uma ligeira preponderance 
sobre o feminino. Uma outra especie, Piedraia quintanilha, tem 
sido isolada apenas de pelos de primatas nao humanos na 
Africa. A piedra branca, por sua vez, e causada por especies do 
genero Trichosporon , um fungo pertencente ao Filo Basidio- 
mycota, Familia Cryptococcaceae. Dentre as varias especies, 


Trichosporon cutaneum , Trichosporon inkin e Trichosporon ovoides 
sao as mais frequentemente associadas com essa condigao. Tri¬ 
chosporon sp. produz nodulos macios de aspecto esbranquiga- 
do em fios de cabelos do couro cabeludo e das axilas e pelos 
pubianos. Animais como cavalos e macacos tambem podem 
ser acometidos. A doenga e encontrada, principalmente, em 
regioes tropicais e temperadas das Americas, Europa e Asia. 
O fungo tem como habitat o solo, aguas paradas, vegetais e 
alimentos deteriorados. Alem disso, e membro da microbiota 
da pele, regiao genital, trato gastrointestinal e respiratorio. A 
piedra branca acomete tanto homens quanto mulheres, con- 
tudo, a piedra genital e mais comum em homens. 

Clinica e patologia 

A infecgao em piedra negra e tipicamente assintomati- 
ca, nao havendo manifestagoes clinicas ou qualquer reagao 
fisica por parte dos pacientes. Na verdade, o processo esta 
relacionado apenas a alteragoes esteticas. Essa infecgao inicia- 
-se abaixo da cuticula do pelo e, progressivamente, aumenta 
de tamanho, se desenvolvendo por cima e por fora do fio 
de cabelo, envolvendo-o e formando uma massa fusiforme 
firmemente aderida. Nesse processo, pela pressao do cresci- 
mento subcuticular, pode haver a ruptura do pelo, contudo, 
o fungo nao penetra no cortex e o foliculo piloso nao e en- 
volvido. Os nodulos formados tem grande variagao em seu 
diametro e comprimento (0,5-4 mm).Ao toque, o pelo exibe 
um aspecto rugoso, arenoso ou granular. No nodulo maduro, 
pode-se observar que o centro e mais espesso do que a peri- 
feria. Na area periferica, e possivel visualizar uma unica ca- 
mada de celulas, onde os feixes de hifas estao mais alinhados. 
A parte central, entretanto, e constituida por muitas camadas 
celulares e os elementos fungicos estao unidos por substan¬ 
cia cimentante, formando uma massa pseudoparenquimatosa, 
que se assemelha a um tecido organizado. No interior desse 
estroma, principalmente em sua parte periferica, ha lojas ou 
loculos onde sao produzidos ascos que apresentam apendices 
em suas extremidades (ascos bitunicados). Entre a cuticula 
e o cortex, tanto na parte cujas camadas sao simples quanto 
naquela que apresenta multiplas camadas, artrosporos podem 
ser encontrados. Nos nodulos da piedra negra, pode haver 
colonizagao por Trichosporon sp. 

Ao contrario dos nodulos da piedra negra, os nodulos 
produzidos na piedra branca sao macios, mucilaginosos, de 
colora^ao branca ou esverdeada e pouco aderentes, medin- 
do (1 a 4 mm). Frequentemente, os pelos acometidos sao 
os da regiao axilar, genital, barba e bigode, sobrancelhas e, 
mais eventualmente, couro cabeludo. A infecgao tambem se 
inicia abaixo da cuticula, apos alguma lesao. Progressivamen¬ 
te, o fungo aprofunda a infecgao, tomando todo o pelo. Os 
nodulos formados variam de tamanho e forma, mas, geral- 
mente, sao menores do que os da piedra negra. Varios no¬ 
dulos, todavia, podem ser formados no fio de cabelo. Com o 
desenvolvimento da infec^ao, esses nodulos podem coalescer, 
dando origem a uma extensa massa em torno do pelo. Em 
decorrencia do enfraquecimento do fio de cabelo no local 
de formagao do nodulo, esse pode romper-se, deixando uma 
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extremidade intumescida. A cuticula, a medula e o foliculo 
tambem nao sao acometidos na piedra branca. Os nodulos 
sao formados por hifas hialinas entrelagadas que se fragmen- 
tam, produzindo artrosporos e blastosporos. Como na piedra 
negra, nao ha reagao inflamatoria e nem manifesta^oes clini¬ 
cas notaveis nos individuos acometidos. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame direto e histopatologia: a partir do exame mi- 
croscopico direto com KOH a 10% a 20% dos nodulos, 
e possivel diferenciar as duas piedras. Na piedra negra, os 
nodulos apresentam um estroma compacto, formado por 
hifas dicotomicamente ramificadas e segmentadas e ce- 
lulas romboides (artrosporos) de paredes grossas, dispostas 
de forma alinhada, mantidas unidas por uma substancia 
cimentante. Essas hifas e celulas medem cerca de 4 a 8 pm 
de diametro e apresentam parede celular pigmentada. No 
estroma dos nodulos, existem ainda loculos com grande 
numero de ascos contendo de 2 a 8 ascosporos (30 a 10 
pm) fusiformes, encurvados e com um simples filamento 
polar (10 pm). Na piedra branca, e possivel observar a 
presenga de hifas hialinas, ramificadas e segmentadas, 
dispostas perpendicularmente, artrosporos (2 a 4/8 pm) 
retangulares ou poligonais, e blastosporos ovais gemulan- 
tes. Nao ha formagao de estruturas sexuadas. E possivel 
ocorrer contaminagao bacteriana na massa fungica. 

■ Cultura: O pelo infectado e depositado sobre o agar 
Sabouraud dextrosado com cloranfenicol e sem ciclo- 
heximida. Os agentes de ambas as piedras crescem bem 
nos meios micologicos de rotina, contudo, e importante 
considerar que Trichosporon spp. sao sensiveis a ciclo- 
heximida, nao sendo o mycosel um meio adequado. A 
P hortae cresce de forma muito lenta a 25 °C -30 °C 
e desenvolve colonias pequenas, escuras e aderentes. A 
micromorfologia e representada por hifas demaceas de 
paredes espessas, septadas e ramificadas, artrosporos e 
clamidosporos, tambem demaceos, ascoestroma, loculos, 
ascos e ascosporos. O genero Trichosporon, todavia, tern 
um rapido crescimento tanto a temperatura ambiente 
quanto a 37 °C. As colonias produzidas tern um aspecto 
leveduriforme, com estrias e pregas e coloragao esbran- 
quigada. A morfologia microscopica e constituida por 
hifas septadas, hialinas e ramificadas, e artrosporos retan¬ 
gulares e arredondados de coloragao clara. Os Quadros 
63.4 e 63.5 apresentam as principals caracteristicas mor- 
fologicas e bioquimicas das especies de Trichosporon. 

Piedra hortae (Brumpt) Fonseca e Area Leao, 1928. 

■ Morfologia macroscopica: a taxa de crescimen¬ 
to do fungo e lenta, atingindo a maturidade em 21 
dias. A colonia se mostra circunscrita, de coloragao 
negra ou esverdeada, conica e aderida ao meio. No 
centro da colonia, pode ser observado um aspecto 
cerebriforme elevado e, na borda, uma morfologia 
mais plana. As colonias jovens, todavia, sao lisas, 
produzem um micelio aereo curto e de coloragao 
olivacea e um pigmento avermelhado no meio. 


■ Morfologia microscopica: Piedraia hortae apresenta 
hifas de paredes espessas, septadas, ramificadas, em fei- 
xes estreitos, clamidoporos e celulas intumescidas. O 
micelio frequentemente fragmenta-se para produzir 
artrosporos retangulares (4 a 8 pm). Na parte central, 
mais superficialmente, sao encontradas lojas ou loculos 
(30 a 60 pm) globosas ou ovais, sem paredes, distribuidas 
irregularmente, com numerosos ascos (30 a 60 pm) 
que contem em seu interior de 2 a 8 ascosporos (30 a 
10 pm) unicelulares, de paredes evanescentes, fusiformes, 
encurvados e bitunicados, com um unico filamento 
polar (10 pm) em cada extremidade. Essas lojas se abrem 
para a superficie atraves de um poro ostiolar. 

Trichosporon (Behrend, 1890). 

■ Morfologia macroscopica: as colonias sao de 
colora^ao creme, textura umida ou seca, e podem 
apresentar ou nao uma cobertura farinhosa. 

■ Morfologia microscopica: hifas septadas, hialinas 
e ramificadas estao presentes e nao ha formagao de 
pseudomicelio. Artrosporos sao usualmente abundan- 
tes, no entanto, blastosporos globosos, claviformes e 
laterals podem ser tambem produzidos. Apressorios, 
sarcinas (celulas arredondadas ou elipsoides que se 
desenvolvem isodiametricamente e que se subdivi- 
dem em algumas celulas separadas), celulas gigantes 
fusiformes e endoconidios sao, ocasionalmente, ob- 
servados. Em sua maioria, os septos hifalicos sao do 
tipo doliporo, podendo estar ou nao associados a 
parentossomos vesiculares ou tubulares. Nao ha fase 
sexuada conhecida. A fermentagao e ausente. A rea- 
£ao com o Diazonio Azul B (DBB) e positiva, a ureia 
e hidrolisada, coenzimas Q-9 e Q10 sao formadas (a 
principal, ubiquinona, e CoQ-9 ou CoQlO) e xilose 
esta presente nos hidrolisados celulares. 

Trichosporon ovoides (Behrend, 1890; Vulleim, 1902). En- 
contrado como membro da microbiota da pele e acomete os 
fios de cabelo. 

■ Morfologia macroscopica: cresce a tempe¬ 
ratura ambiente em meios de rotina como o agar 
Sabouraud dextrosado com cloranfenicol, mas sem 
cicloheximida, por ser inibido por esse antifungico. 
As colonias se desenvolvem nos meios de cultura 
entre 5-8 dias e sao circunscritas, leveduriformes, 
cremosas, acuminadas, cerebriformes, de coloragao 
branca a amarelada e sem produ^ao de pigmentos. 

■ Morfologia microscopica: as hifas (4 a 8 pm) sao 
septadas, hialinas e ramificadas. Artrosporos ovais 
ou retangulares (2-3 x 4-8 pm) e blastosporos (2 a 
4 pm) gemulantes, agrupados ou em cadeia estao 
presentes. 

■ Provas bioquimicas: assimila, mas nao fermenta, 
glicose, maltose e sacarose. Nao utiliza nitrato de 
potassio. 
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Quadro 63.4 Sumula da morfologia das especies de Trichosporon de interesse medico. 

Especies 

Caracteristicas fungicas 


Colonia 

Micromorfologia 

T. asahii 

Colonias em SDA, atingindo 16-24 mm de 
diametro em 10 dias, sao grandes, secas, 
grumosas, pustulares, com uma cobertura 
farinhosa, branca e uma ampla zona marginal 
com fissuras profundas 

Blastosporos sem conidios laterais, artrosporos 
regulares, cilindricos ou em forma de barril, nao ha 
ramificagoes. Apressorios nao sao produzidos 

T. asteroides 

Colonias em SDA, atingindo 10 mm de 
diametro em 10 dias, sao cerebriformes, 
secas, cremes, com zona externa radialmente 
sulcada, tendo uma aparencia fosca ou opaca 

Blastosporos sem conidios laterais, artrosporos 
alongados, que nao se desarticulam com facilidade, 
hifas com protuberancias que se dividem e formam 
pequenas celulas que podem apresentar septagoes 

T. cutaneum 

Colonias em SDA, atingindo 1 5-17 mm de 
diametro em 10 dias, sao moderadamente 
grandes, cerebriformes, brilhantes, sem 
aparencia farinhosa com o passar do tempo, 
desenvolvem ampla zona marginal com 
fissuras 

Isolados em cultivos primarios ou recentes podem ser 
constituidos por numerosas celulas de levedura com 
blastosporos, que, na maioria das vezes, tornam- 
se hifas com sucessivos subcultivos. Os elementos 
hifalicos sao frequentemente ramificados para tras. 
Artrosporos sao cilindricos e esferoidais 

T. inkin 

Colonias em SDA, atingindo 9-12 mm de 
diametro em 10 dias, sao limitadas, finamente 
cerebriformes, grumosas, brancas, brilhantes 
farinhosas e sem zona marginal com fissuras 

Blastosporos sem conidios laterais, artrosporos grandes 
e cilindricos, ramificagoes irregulares eventuais, 
sarcinas ou intumescencia hifalicas. Apressorios podem 
estar presentes em MEA e, na maioria das vezes, se 
desenvolvem logo abaixo do septo 

T. mucoides 

Colonias em SDA, atingindo 13-17 mm de 
diametro em 10 dias, sao relativamente 
grandes, urmidas e brilhantes, elevadas, com 
fissuras radiais estreitas e profundas 

Blastosporos em cultivos primarios, cadeias de 
artrosporos cilindricos ou irregulares sao formadas, 
tendo ramificagoes laterais curtas, terminando em 
conidios claviformes de paredes espessas 

T. ovoides 

Colonias em SDA, atingindo 10-13 mm de 
diametro em 10 dias, sao limitadas, secas, 
brancas, farinhosas, grumosas, irregularmente 
dobradas no centro e com uma zona marginal 
lisa/plana 

Blastosporos sem conidios laterais, artrosporos 
cilindricos, ramificagoes irregulares. Apressorios sao 
regularmente formados em MEA 


Legenda: SDA: Agar Sabouraud Dextrosado; MEA: Agar Extrato de Malte. 


Quadro 63.5 Resumos das caracteristicas bioqmmicas das especies de Trichosporon de interesse medico. 


Provas bioqmmicas 

T. asahii 

T. asteroides 

T. cutaneum 

T. in kin 

T. mucoides 

T. ovoides 

L-arabinose 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

Sorbitol 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

Melibiose 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

Mio-lnositol 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Crescimento 37°C 

+ 

V 

- 

+ 

+ 

V 

Cicloheximida 0,1% 

+ 

V 

- 

V 

- 

+ 

Apressorios 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 
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Trichosporon inkin (Oho ex M. Ota) (Carmo-Souza e van 
Uden, 1967). Encontrado como membro da microbiota da 
pele e acomete os fios de cabelo da regiao inguinocrural. 

■ Morfologia macroscopica: cresce a tempe- 
ratura ambiente em meios de rotina como o agar 
Sabouraud dextrosado com cloranfenicol, mas sem 
cicloheximida, por ser inibido por esse antifungico. 
As colonias se desenvolvem de forma rapida nos 
meios de cultura entre 3-5 dias e sao limitadas, le- 
veduriformes, cremosas, acuminadas, cerebriformes, 
fissuradas e de coloragao branca a amarelada. 

■ Morfologia microscopical as hifas (4 a 8 pm) sao 
septadas, hialinas e ramificadas, e irregulares. Pode- 
se observar artrosporos retangulares (2-3 x 4-8 pm), 
blastosporos (2 a 4 pm) gemulantes, agrupados ou 
em cadeia, e apressorios, que sao estruturas cubicas 
tridimensionais decorrentes de ramifica^oes irregu¬ 
lares, e conidios dispostos em sarcinas. 

■ Provas bioquimicas: assimila inositol como unica 
fonte de carbono e nao assimila arabinose, sorbitol, 
ramnose, rafinose e melibiose. Nao fermenta carboi- 
dratos. Hidrolisa a ureia. Cresce a 37 °C e a 40 °C de 
forma variavel. 

Trichosporon cutaneum (de Beurmann, Gougerot e Vau- 
cher) Ota, 1926. Esse fungo tern si do isolado de pele e mu¬ 
cosa de individuos saudaveis. Cresce a temperatura ambiente, 
em meios como o agar Sabouraud dextrosado com cloran¬ 
fenicol e sem cicloheximida. As colonias se desenvolvem de 
forma rapida nos meios de cultura, entre 3-5 dias, e sao limi¬ 
tadas, umidas, sulcadas, cerebriformes, bolhosas e de Colora¬ 
do branco-amarelado. 

■ Morfologia micros copica: as hifas (4 a 8 pm) 

sao septadas, hialinas e ramificadas, e irregulares. 
Artrosporos retangulares (3-4 x 4-8 pm), blastospo¬ 
ros (2 a 4 pm) gemulantes, laterals e abundantes. 

■ Provas bioquimicas: assimila arabinose, sorbitol, 
melibiose e mio-inositol, mas nao fermenta carboi- 
dratos. Hidrolisa a ureia. Cresce bem a 37 °C e pode 
for mar peliculas ou biofilmes. 

Diagnostico diferencial 

Os processos clinicos que devem ser considerados na di- 
ferenciagao com as piedras sao as dermatofitoses, lendeas e 
piolhos, moniletrix tricoptilose, pediculose, tricomicose axi- 
lar e tricorex nodosa. 

Prognostico e tratamento 

As piedras apresentam um bom prognostico, tendo em 
vista nao colocarem em risco a vida dos individuos acome- 
tidos. O tratamento e procedido pela tonsura dos pelos das 
areas afetadas e pelo uso de antifungicos de aplica^ao topica 
ou oral para prevenir a recorrencia como azoles (bifonazol, 
cetoconazol, econazol, fluconazol, itraconazol, isoconazol e 
miconazol), ciclopiroxolamina e terbinafma. 


Tricosporonose (infecgao por Trichosporon spp.) 

A tricosporonose e um termo que inclui infec^oes mu- 
cocutaneas e sistemicas causadas por fungos do genero Trichos¬ 
poron. Diversas especies tern sido reconhecidas como agentes 
dessa condigao, sendo que as mais comuns sao Trichosporon 
asahii, Trichosporon asteroides, Trichosporon cutaneum (anterior- 
mente Trichosporon beigelii), Trichosporon inkin, Trichosporon mu- 
coides e Trichosporon ovoides. Outras especies descritas incluem 
Trichosporon dermatis, Trichosporon dohaense, Trichosporon domes- 
ticum, Trichosporon coremiiforme , Trichosporon faecale, Trichosporon 
loubieri, Trichosporon japonicum, Trichosporon jirovecii, Trichosporon 
montevideese e Trichosporon mycotoxinivorans. Em termos mor- 
fologicos, Trichosporon sp. apresenta hifas septadas hialinas e 
ramificadas e se reproduz, assexuadamente, por artroesporu- 
lagao. Nesse processo, segmentos da hifa vegetativa sofrem 
fragmenta^ao e desarticulagao, formando artrosporos que 
podem germinar, produzindo nova hifa, ou gemular, produ- 
zindo blastosporos. Os agentes da tricosporonose apresentam 
uma ampla distribui^ao geografica, sendo encontrados em 
varios habitats , no entanto, sao mais prevalentes em regioes 
de clima tropical e temperado, particularmente, nas Americas. 
As especies de Trichosporon tern sido isoladas de solo, agua, 
ar, madeira, material em decomposigao e guanos de aves e 
animais. Ao mesmo tempo, algumas especies como T. asahii, 
T. cutaneum e T. inkin tern sido encontradas como membros 
da microbiota do trato gastrointestinal e genital e vias res- 
piratorias dos hospedeiros humanos. As manifestagoes clini- 
cas dessa enfermidade sao variadas e incluem queratomicose, 
otomicose e onicomicose, e dermatomicoses com aspectos 
clinicos semelhantes as candidiases, bem como infec^oes in- 
vasivas nosocomiais, cuja taxa de mortalidade e elevada (40% 
a 80%). Como doenga oportunista, os fatores predisponentes 
associados mais frequentes sao neoplasias hematologicas, dia¬ 
betes, HIV, cateteres, cirurgias, transplantes e procedimentos 
invasivos, UTI, citostaticos e corticoterapia. A tricosporonose 
invasiva cursa com quadros de pneumonia com infiltrados 
difusos ou reticulonodulares e de septicemia, e formas disse- 
minadas que afetam multiplos orgaos tais como pele (lesoes 
maculopapulares), cerebro (encefalite), coragao (endocardite 
e vdfo ulas nativas e protetica), ba^o e figado (abscessos). Os 
principals agentes dessas formas invasivas e disseminadas sao 
T. asahii e T. mucoides. Uma forma disseminada cronica pode 
ocorrer em individuos que se recuperam de uma neutrope¬ 
nia, exibindo febre, hepatoesplenomegalia e abscessos multi¬ 
plos. Outra forma observada e a tricosporonose de hiato, em 
pacientes com tumores hematologicos, que surge nos indivi¬ 
duos sob quimioterapia antifungica com candinas, para outras 
infecgoes fungicas. A tricosporonose disseminada do neonato 
pode ocorrer em criangas de muito baixo peso ao nascer que 
entram em contato com esses fungos, durante a passagem pelo 
canal do parto, ou atraves das maos do pessoal de saude. O 
diagnostico laboratorial e iniciado pelo exame microscopico 
direto dos especimens clinicos com KOH 10% ou 40%, per- 
mitindo a visualizagao de micelio hialino septado, artrosporos 
e blastoporos aderidos as hifas ou livres nos tecidos. A histo- 
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patologia pode ser realizada com o emprego da coloragao de 
Gromori-Grocott (prata) e acido periodico de Schiff (PAS). 
Esses fungos podem ser inoculados em meios de cultura de 
rotina como o agar Sabouraud dextrosado com cloranfenicol 
e sem cicloheximida e incubados a temperatura de 25 °C. 
Uma colonia leveduriforme, cremosa, esbranqui^ada a acin- 
zentada, cerebriforme, membranosa ou seca, surge em torno 
de 4-6 dias de incubagao. Para a identificagao das especies, 
devem ser empregadas provas bioquimicas de assimilagao de 
carboidratos manuais ou automatizadas. Trichosporon spp sao 
tipicamente urease-positivos, o que permite sua separa^ao de 
Geotrichum sp. e Magnusiomyces sp. A tricosporonose devera 
ser diferenciada de candidiases, geotricose, dermatofitoses e 
micoses invasivas. Dependendo da doenga de base do hospe- 
deiro, o prognostico da tricosporonose invasiva pode ser de 
reservado a ruim. Esse fungo e sensivel ao cetoconazol, itra- 
conazol, voriconazol, posaconazol e as formulagoes lipidicas 
de anfotericina B. Os derivados da equinocandinas/pneumo- 
candinas tem pouca a^ao sobre Trichosporon sp. O fluconazol 
tambem e pouco efetivo e algumas especies podem ser re- 
sistentes a anfotericina B (T. asahii, T. coremiiforme e T.faecale). 

■ PITIOSE 

Etiologia e epidemiologia 

A pitiose e uma pseudomicose, que acomete animais e 
seres humanos, causada pelo oomiceto Pythium insidiosum , 
cuja caracteristica principal e a ocorrencia de lesoes granu- 
lomatosas cutaneas e subcutaneas, que tendem a propagar-se, 
por contiguidade, por via linfatica ou hematogenica. Uma 
carateristica notavel desse patogeno e a intensa angioinvasao, 
que leva a alteragoes vasculares importantes. Embora ante- 
riormente considerado um fungo aquatico, taxonomicamen- 
te, Pythium insidiosum pertence ao Reino Stramenopila, Filo 
Oomycota, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales e Familia 
Pythiaceae. Esse organismo se diferencia dos fungos por nao 
apresentar quitina em sua parede celular e nem ergosterol na 
membrana citoplasmatica. Alem disso, utiliza rotas biossinte- 
ticas diferentes e apresenta esporos biflagelados moveis como 
propagulos. De acordo com estudos moleculares, esses orga- 
nismos tem a mesma linha Filogenetica de protistas ligados a 
algas e plantas. Em sua parede celular, inclusive, o principal 
componente e a celulose. Os Oomycetes sao normalmente 
fitopatogenos que se desenvolvem em meio aquatico como 
pantanos e aguas estagnadas, colonizando os vegetais. Em seu 
ciclo de vida, produzem esporangios, chamados de zoospo- 
rangios, que liberam, ao amadurecerem, ao mesmo tempo, 
um grande numero de esporos endogenos assexuados, de- 
nominados zoosporos. Os zoosporos livres nadam ate atin- 
girem um novo vegetal, onde se fixam e encistam, perdendo 
os flagelos e dando origem a hifas hialinas asseptadas que irao 
formar novos zoosporangios, reiniciando o ciclo reproduti- 
vo. Pythium insidiosum tem uma distribuigao mundial, sen- 
do descrito em climas temperados, tropicais e subtropicais 
com grande umidade como Tailandia, India, Coreia, Japao, 
Malasia, Nova Zelandia, Australia, Estados Unidos, Mexico, 


Costa Rica, Haiti, Brasil, Argentina, Colombia, Venezuela, 
Africa e Europa. A pitiose acomete individuos adultos, sendo 
esporadica em criangas. Em medicina veterinaria, acomete, 
principalmente, cavalos e, em menor propor^ao, caes, gatos e 
bovinos. O organismo tem tropismo por pele e fios de cabelo 
ou pelos. Os zoosporos nadam quimiotaticamente ate essas 
estruturas, se encistando e produzindo tubos germinativos e 
filamentos micelianos. Em seguida, invadem o tecido cutaneo 
e o subcutaneo subjacente. Ao se espalharem, costumam ata- 
car e destruir os endotelios dos vasos. 

Clinica e patologia 

A pitiose e uma doenga cronica, com ocorrencia em pra- 
ticamente todo o ano, contudo, com maior incidencia em 
epocas de elevada precipitagao pluviometrica. Essa enfermi- 
dade tem varias apresentagoes clinicas como lesoes granulo- 
matosas cutaneas e subcutaneas e formas oculares, vasculares 
e disseminadas. As lesoes cutaneas, que podem ser localiza- 
das ou exibir tendencia ao aprofundamento, sao dolorosas e 
apresentam gangrena, pustulas, nodulos, ulceras ou celulites 
na face e nos membros inferiores. A doenga ocular aparece, 
normalmente, como uma queratite com ulcera e perfuragao 
de cornea. Com frequencia, a forma ocular e decorrente de 
traumatismos periorbitarios que mostram rapido e progres¬ 
sive desenvoivimento acompanhado de edema, quemose, 
eritema e celulite. A doenga vascular pode afetar arterias im¬ 
portantes como a femoral, iliaca, poplitea e aorta abdominal. 
Nesses casos, apresenta-se como uma stwdrome progressiva de 
insuficiencia arterial dos membros inferiores com febre, dor, 
trombose, infarto tecidual, isquemias, aneurismas, hemorra- 
gias, lesoes necroticas e ulceradas, claudica^ao intermitente e 
arterite cronica. Estudos angiograficos dos pacientes revelam 
importante obstrugao arterial A forma vascular esta mais as- 
sociada a individuos que apresentam a talassemia como do- 
enga de base. A doen^a disseminada e pouco frequente e tem 
sido relacionada com imunocomprometimento decorrente 
de neoplasias e tambem talassemia. 

Diagnostico laboratorial 

Importa mencionar que P insidiosum e crio-sensivel, des- 
sa forma, a amostra clinica nao deve ser refrigerada para envio 
ao laboratorio de micologia medica. 

■ Exame direto e histopatologia: o exame direto das 
amostras clinicas com KOH 10% a 20% revela hifas hia¬ 
linas (3-10 pm), esparsamente septadas com ramifica^oes 
irregulares. A histopatologia com hematoxilina e eosina 
(HE), acido periodico de Schiff (PAS) ou Giemsa reve¬ 
la arterite necrosante, granulomas com predominio de 
eosinofilos, infiltrado misto (eosinofilos, linfocitos, neu- 
trofilos, polimorfonucleares), fenomeno de Splendore- 
Hoeppli, trombose e invasao vascular pelos elementos 
hifalicos que se mostram espessos, irregulares e com 
diametros de 3-20 pm. 

■ Cultura: Pythium insidiosum cresce bem nos meios de 
rotina laboratorial, como o agar Sabouraud dextrosado 
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(SDA) e o agar infusao de cerebro-coragao (BHIA), a 
temperatura de 37 °C. Apos 24 horas de incubagao, e pos- 
sivel verificar a presenga de colonias de coloragao branco- 
-amarelado e aspecto flocoso com 20 mm de diametro. A 
micromorfologia revela a presenga de hifas hialinas gros- 
sas (4-10 jam), raras septagoes e ramificagoes irregulares. 
Zoosporangios contendo zoosporos com flagelos duplos 
sao formados em meios liquidos com folhas de Gramineas, 
tal como o meio de agua e o agar-agua, a 37 °C. 

■ Sorologia e biologia molecular: provas de imunoe- 
letrotransferencia (immunoblot ), imunodifusao e imu- 
nofluorescencia tern sido empregadas. Para provas de 
biologia molecular, tern sido realizado com sucesso o 
sequenciamento de rDNA de subunidade 18S (regiao 
ITS-5.8S), em amostras de tecido ou cultura. 

Diagnostico diferencial 

A pitiose deve ser diferenciada de quadros de gangrena 
bacteriana, zigomicose cutanea e subcutanea, esporotricose, 
micetoma e neoplasias. 

Prognostico e tratamento 

O prognostico e reservado e ruim. A doenga pode com- 
plicar com trombose de vasos de grande calibre, formagao de 
aneurismas e hemorragias profusas e fatais. O tratamento das 
formas cutaneas e subcutaneas inclui cirurgia e desbridamen- 
to combinados com itraconazol, terbinafma, caspofungina, 
anfotericina B ou iodeto de potassio (controverso). Trata¬ 
mento nao conservante (amputa^ao) pode ser necessario. A 
forma ocular pode requerer a queratoplastia associada a ce- 
toconazol, itraconazol, miconazol, anfotericina B ou natami- 
cina, 5-fluorocitosina, caspofungina, terbinafma ou iodeto de 
potassio, topicos ou sistemicos. Nao e incomum a enuclea^ao. 
A terapia fotodinamica tern sido proposta para tratamento da 
pitiose, em decorrencia da pouca opgao terapeutica. 

■ PITIRIASE VERSICOLOR E INFECgOES 
ASSOCIADAS A MALASSEZIA SPP. 

Etiologia e epidemiologia 

A pitiriase versicolor e uma micose superficial que se ca- 
racteriza por apresentar uma evolu^ao cronica e assintomatica 
com alteragoes de natureza cosmetica. Classicamente, as lesoes 
sao encontradas em areas do corpo humano ricas em glandulas 
sebaceas, exibindo um aspecto arredondado com modifica^oes 
na pigmenta^ao e descamagao. O agente etiologico dessa con- 
digao clinica e a Malassezia sp., um microrganismo dependente 
de lipidios que pertence a microbiota da pele. Malassezia furfur, 
Malassezia globosa, Malassezia obtusa, Malassezia restricta, Malas¬ 
sezia slooffiae e Malassezia simpodialis sao as especies patogenicas 
para o homem atualmente consideradas dentro desse genero. 
Malassezia pachydermatis e outra especie com capacidade pato- 
genica, mas que difere das demais por nao ser lipofilica e estar 
mais associada a enfermidade animal. Recentemente, atraves 
de tecnicas moleculares, Malassezia dermatis, Malassezia nana, 


Malassezia japonica e Malassezia equi foram tambem descritas. 
A micromorfologia desses organismos e composta por celu- 
las de levedura de aspecto esferico, ovalado ou cilindrico, que 
medem 2 a 5 pm de diametro e apresentam um espessamento 
da parede celular (colarete), em consequencia de gemulagoes 
unipolares repetidas ou simpodiais, bem como hifas septadas 
curtas e curvas com 2 a 3 pm de largura. A doenga parece 
ocorrer quando o fungo altera sua morfologia nos tecidos, 
passando de elementos leveduriformes colonizantes a formas 
miceliais patogenicas que sao capazes de invadir todo o estra- 
to corneo, atingindo os queratinocitos. A pitiriase versicolor e 
um processo comumente observado em adolescentes e adultos 
jovens, devido a mudangas hormonais e maior atividade das 
glandulas sebaceas. Crian^as e idosos sao normalmente menos 
afetados. Nao ha distingao entre as etnias e ambos os sexos 
sao acometidos. A doenga e de distribuigao universal, sendo 
mais prevalente em regioes de clima tropical (40% a 60%), com 
maior incidencia nos meses de verao. Areas subtropicais e tem- 
peradas exibem reduzidas taxas de morbidade (1% a 4%). 

Clinica e patologia 

A presenga de manchas que variam quanto a forma, ao 
tamanho e Colorado e o aspecto clinico mais relevante dessa 
dermatomicose. De maneira geral, as lesoes podem se apre¬ 
sentar hipo ou hiperpigmentadas, com suave descamagao fur- 
furacea e leve prurido. Moderada hiperqueratose e acantose 
podem ser observadas.Tendo em vista a afmidade lipidica dos 
agentes etiologicos, a localizagao dessas lesoes segue, normal¬ 
mente, a distribuigao das glandulas sebaceas sobre a pele. As- 
sim, tipicamente, a doenga surge como pequenas papulas ou 
maculas esbranquigadas, pardo-amareladas, marrons, rosaceas 
ou avermelhadas e escamosas que, lentamente, coalescem for- 
mando grandes areas de tecido cutaneo alterado na regiao da 
face, pescogo, ombros, bragos, tronco e abdomen. 

A pitiriase versicolor e uma infec^ao endogena, nao sen¬ 
do um processo contagioso e, portanto, nao adquirida em 
regioes praianas ou litoraneas. A doenga tambem nao esta as¬ 
sociada com baixos niveis de higiene ou asseio pessoal dos 
individuos acometidos. Os principal fatores predisponentes 
parecem ser a temperatura e umidade elevadas, oclusao da 
pele por cosmeticos e roupas, que levam a modifica^oes na 
concentra^ao de CO 0 , pH e microbiota, uso de contracep¬ 
tives orais, corticosteroides e imunossupressores sistemicos, 
estados de desnutrigao, dermatite seborreica, sindrome de 
Cushing e hiperidrose, alem do historico familiar. 

O mecanismo pelo qual essas altera^oes tegumentares 
ocorrem e, ainda, controverso. Contudo, processos fisicos e 
bioquimicos parecem estar envolvidos. Lesoes hipopigmenta- 
das podem ser produzidas pelo chamado “fenomeno de filtro 
solar”, barreira formada pelo crescimento do microrganis¬ 
mo sobre a superficie cutanea, que impede o contato com a 
luz ultravioleta, produzindo areas mais claras. Potentes filtros 
contra a radiagao ultravioleta sao tambem os derivados do 
triptofano sintetizados pela Malassezia spp. durante a infec^ao. 
A forma^ao de acidos dicarboxilicos (principalmente acido 
azelaico) pela oxidagao fungica dos acidos graxos insaturados 
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da pele, tem sido tambem associada as lesoes acromiantes da 
pitiriase versicolor. Os acidos dicarboxilicos agem como ini- 
bidores competitivos da dopa-tirosinase, que e a enzima que 
catalisa a rea^ao da tirosina em melanina, despigmentando 
a regiao afetada. Alem disso, efeitos toxicos especificos para 
os melanocitos com vacuoliza^ao de mitocondrias e dege- 
nera^ao celular tem sido atribuidos a presenga desses acidos. 
A produgao de lipoperoxidos pela a^ao de lipoxigenases de 
Malassezia spp. sobre os lipidios teciduais e outro mecanismo 
relacionado ao aparecimento de lesoes pouco pigmentadas. 
Esses radicals sao altamente reativos e igualmente citotoxicos 
para os melanocitos, levando a uma desorganiza^ao estrutu- 
ral e funcional das lipoproteinas celulares e da membrana. O 
bloqueio da transference de melanossomas dos melanocitos 
para os queratinocitos, e a redugao anormal de seu tamanho, 
parecem ser mais um fator de acromia ou hipopigmenta^ao. 

A patogenese das lesoes hiperpigmentadas de pitiriase ver¬ 
sicolor, por sua vez, esta relacionada ao espessamento do estrato 
corneo, presenga de grande numero de leveduras e hifas, reagao 
inflamatoria pronunciada com importante infiltrado celular e 
hipertrofia, e alteragao na formagao e distribui^ao dos mela¬ 
nocitos e melanossomas. Ainda associado a hiperpigmenta^ao, 
esta o aumento da produgao de melanina nos locais lesionados 
como resposta dos melanocitos a inflamagao. 

O comprometimento da queratinizagao e tambem outra 
consequencia da infec^ao por Malassezia sp. As formas miceliais 
dos patogenos sao capazes de invadir o estrato corneo intra 
e extracelularmente. A invasao dos queratinocitos resulta em 
destruigao de seu direcionamento nas camadas superficiais e 
intermediarias da pele, bem como em perda da estrutura de 
queratina, organelas e matriz celular. O conteudo de queratina 
da celula parasitada pode ser substituido por material lipodenso 
e amorfo, e globulos lipidicos podem surgir no tecido entre os 
queratinocitos, alterando a fisiologia da pele. 

Malassezia spp. sao parte da microbiota tegumentar, residin- 
do no estrato corneo e foliculo piloso onde acidos graxos e tri- 
glicerideos livres proporcionam um adequado microecossistema. 
Devido a essa localizagao, a resposta imunologica e minima na 
pitiriase versicolor. No entanto, um infiltrado inflamatorio peri¬ 
vascular pode estar presente e conter celulas plasmaticas, histioci- 
tos e linfocitos. Celulas de Langerhans sao tambem encontradas 
em grande numero na epiderme. Na literatura, apesar da falta de 
consenso sobre a importance da imunidade humoral na defesa 
contra essa dermatomicose, ha relatos da produgao de anticorpos 
e da ativagao das duas vias do complemento por essa levedura. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame microscopico direto e histopatologia: um 

diagnostico presuntivo, com alto grau de confiabilidade, 
pode ser estabelecido a partir do exame direto dos es- 
pecimens de pele, obtidos por raspagem ou fita gomada, 
nas areas afetadas. Empregando-se KOH a 10% a 20% 
ou solugao de Albert, e possivel detectar a presenga de 
celulas de levedura globosas, ovaladas ou cilindricas, uni- 
brotantes e com um colarete em seu polo mais estrei- 


to, blastosporos e pequenas hifas septadas. Um classico 
padrao micromorfologico, que exibe uma aparencia de 
“almondegas e espaguete” ou “uvas e bananas”, pro- 
duzido nos tecidos pelos elementos leveduriformes ar- 
ranjados em cachos e os filamentos miceliais, pode ser 
observado, ajudando na confirma^ao do diagnostico. A 
adigao de tinta de Parker ao KOH pode ser procedida 
para aumentar o rendimento dessa prova. Da mesma for¬ 
ma, um exame direto com branco de calcofluor pode 
ser realizado, se um microscopio de fluorescencia estiver 
disponivel. O estudo histopatologico das lesoes cutaneas 
pode ser util no diagnostico de pitiriase versicolor. A Co¬ 
lorado pelo PAS ou pela prata permite a observa^ao de 
grande quantidade de elementos fungicos nas camadas 
mais superficiais do estrato corneo e dentro dos que¬ 
ratinocitos. O uso da lampada de Wood para a confir- 
magao do diagnostico, detec^ao de lesoes subclinicas ou 
inaparentes e seguimento do paciente tem sido proposto. 
Todavia, em somente 1/3 dos casos a resposta e positiva. 
Essa tecnica e de emprego limitado porque apenas a M. 
furfur sintetiza derivados indolicos e outros fluorocromos 
(pitirialactona) que produzem fluorescencia amarelada 
ou amarelo esverdeada, quando a luz ultravioleta e apli- 
cada sobre as lesoes. O Sinai de Besnier (sinal da unhadaj 
e o Sinai de Zileri tem sido tambem utilizados para a 
confirmagao do diagnostico, pelo aumento da descama- 
£ao furfuracea, apos suave raspagem ou estiramento das 
areas afetadas. 

■ Cultura: o isolamento de Malassezia spp. nao e indispen- 
savel ao diagnostico de pitiriase versicolor, ja que seu as- 
pecto histopatologico e tipico. No entanto, para a diferen- 
cia^ao das especies, a cultura e necessaria. Classicamente, 
o isolamento primario dessa levedura tem sido realiza¬ 
do a partir da inoculagao das escamas de pele em <igar 
Sabouraud dextrosado (SDA), ^gar malte, <igar peptona- 
-extrato de levedura-glicose, ou <igar mycosel, acrescidos 
de azeite de oliva recobertos tambem por uma fina cama- 
da de azeite de oliva esteril, para a suplementagao lipidica, 
e incubados a 37 °C, por 10 a 15 dias. A maior limita^ao 
dessa metodologia e a perda de viabilidade de algumas es¬ 
pecies de Malassezia. Em decorrencia disso, outros meios 
de cultura mais complexos sao requeridos. O meio de 
Dixon modificado e o meio de Leeming e Notman tem 
sido largamente empregados com adequado crescimento 
e altas taxas de recuperagao. Para assegurar um otimo iso¬ 
lamento, esses meios devem ser mantidos a 32 °C -35 °C, 
por 3 a 7 dias (ou ate 15 dias), em uma atmosfera saturada 
de umidade. 

A identificagao das especies e feita com base no exame de 
suas caracteristicas morfofisiologicas (Quadros 63.6 e 63.7). 
Desse modo, a partir do isolamento primario, subcultivos para 
o meio de Dixon modificado (ou Leeming e Notman) de¬ 
vem ser realizados, a fim de se obter culturas puras e proceder 
a analise da morfologia, considerando o diametro e textura 
das colonias, o aspecto das celulas de levedura, a natureza da 
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Quadro 63.6 Chave de classificat^ao das para as especies de Malassezia. 

la. 

Crescimento em agar peptona-glicose 

M. pachydermatis 

lb. 

Ausencia de crescimento em agar peptona-glicose 

2 

2a. 

Reagao da catalase positiva 

3 

2b. 

Reagao da catalase negativa 

M. restricta 

3a. 

Crescimento em agar peptona-glicose com 0,5% de Tween 40 ou 60 

4 

3b. 

Ausencia de crescimento em agar peptona-glicose com 0,5% de Tween 40 ou 60 

5 

4a. 

Crescimento em agar peptona-glicose com 0,1% de Tween 80 

6 

4b. 

Ausencia de crescimento em agar peptona-glicose com 0,1% de Tween 80 

M. slooffiae 

5a. 

Celulas alongadas, cilindricas e crescimento a 37°C 

M. obtusa 

5b. 

Celulas esfericas, usualmente sem crescimento a 37°C 

M. globosa 

6a. 

Crescimento em agar peptona-glicose com 10% de Tween 20 

M. furfur 

6b. 

Ausencia de crescimento em agar peptona-glicose com 10% de Tween 20 

M. sympodialis 


Quadro 63.7 Resumo das caracteristicas morfofisiologicas das sete especies de Malassezia. 


Provas 

M. pachydermatis 

M. restricta 

M. slooffiae 

M. obtusa 

M. globosa 

M. furfur 

M. sympodialis 

Colonia 

Convexa, lisa, 
macia e friavel 

Fosca, lisa, 
dura e 
quebradiga 

Dobrada e 
quebradiga 

Lisa, plana 
e umida 

Rugosa, 
umida e 
quebradiga 

Umbonada, 
lisa, macia 
e friavel 

Plana, lisa, 
brilhante e 
macia 

Colorado 

Creme 

Creme 

Creme a 
amarelada 

Creme 

Creme a 
amarelada 

Creme 

Creme a 
amarelada 

Celulas 

Cilindricas 
(2,5-4,0 pm) 

Esfericas ou 
ovais 

(2,0- 
4,0 pm) 

Cilindricas 

(1,5- 
3,5 pm) 

Cilindricas 

(4,0- 

6,0 pm) 

Esfericas 

(6,0- 
8,0 pm) 

Alongadas, 
ovais ou 
esfericas 
(6 pm) 

Ovoides ou 
globosas 

(2,5-5,0 pm) 

Gemulagao 

Base de insergao 
larga com 
pronunciada 
cicatriz 

Base de 
insergao 
estreita 

Base de 
insergao 
larga 

Base de 
insergao 
larga 

Base de 
insergao 
estreita 

Base de 
insergao 
larga 

Simpodial 

Conteudo GC 

55,6% 

59,9% 

68,7% 

60,7% 

53,5% 

66,4% 

62,2% 

Catalase 

(v) 

(-) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

DBB 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

Urease 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

Crescimento em 
37°C 

Bom 

Pobre 

Bom 

Pobre 

Pobre 

Bom 

Bom 

Termotolerancia 

40-41 °C 

38 °C 

40-41 °C 

38 °C 

38 °C 

40-41 °C 

40-41 °C 

Tween 20 

(+) 

(-) 

(+) 

(-) 

(-) 

(+) 

(-) 

Tween 40/60 

(+) 

(-) 

(+) 

(-) 

(-) 

(+) 

(+) 

Tween 80 

(+) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(+) 

(+) 

Cremofor EL 

(v) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(v) 

(-) 

Esculina 

(V) 

(-) 

(-) 

(+) 

(-) 

(-) 

(+) 
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parede celular, a produgao de blastosporos por gemulagao mo¬ 
nopolar ou simpodial e a presenga de colarete. Por sua vez, o 
estudo das caracteristicas fisiologicas incluem o crescimento 
em substratos nao lipidicos, a rea^ao da catalase, a atividade 
da b-glucosidase (prova da esculina), a utilizagao de Tween 20, 
40, 60 e 80 como unica fonte de lipidios, a seletividade para 
o Cremophor EL, a hidrolise da ureia, o teste com o azul de 
diazonio B e a termotolerancia (32 °C, 37 °C, 40 °C). 

A taxonomia dos agentes etiologicos da pitiriase versi¬ 
color foi motivo de grande controversia, ate recentemente. 
Envolvidos nessa problematica, estavam os generos Pityros- 
porum (Sabouraud, 1904) e Malassezia (Baillon, 1889). Na 
realidade, as dificuldades na classificagao desses fungos 
eram basicamente decorrentes do seu proprio compor- 
tamento morfologico. Como a Malassezia sp. e um fungo 
que exibe tanto uma forma de levedura quanto uma for¬ 
ma filamentosa, por muito tempo essas duas morfologias 
foram consideradas organismos distintos. A fase leveduri- 
forme caracterizava o genero Pityrosporum e aquela com- 
posta por elementos miceliais teciduais estava relacionada 
ao genero Malassezia. 

Dentro do genero Pityrosporum, duas especies patoge- 
nicas para os seres humanos eram reconhecidas: o Pityros¬ 
porum ovale, que apresentava celulas de levedura ovaladas 
ou cilindricas e gemulagao com uma base de insergao 
larga, e o Pityrosporum orbiculare, cujas celulas eram glo- 
bosas e apresentavam gemulagoes com uma estreita base 
de insergao. Alem da morfologia, essas especies tambem 
mostravam padroes epidemiologicos diferentes. O P ovale 
(formas 1,2,3) era comumente observado na face e couro 
cabeludo, causando caspa e dermatite seborreica, enquan- 
t o o P orbiculare era mais encontrado no tronco, causando 
pitiriase versicolor. Contudo, diversos estudos laboratoriais 
relatavam uma interconversao entre essas especies, princi- 
palmente das cepas globosas (P orbiculare) para as ovoides 
ou cilindricas ( P ovale), o que levou a teoria de que es¬ 
sas especies poderiam ser distintas formas de um mesmo 
organismo. 

No caso do genero Malassezia, as duas especies aceitas 
nesse grupo eram a Malassezia furfur e a Malassezia pachyder- 
matis. Todavia, apenas a M. furfur estava associada a pitiriase 
versicolor. Micopatologicamente, essa especie era caracteri- 
zada por apresentar celulas de levedura, esfericas ou ovaladas, 
com hifas septadas pequenas e curvas, e por apresentar tres 
diferentes sorovares (A, B, C). O estudo das variagoes mor- 
fologicas, fisiologicas e imunologicas da M. furfur geraram 
mudan^as tanto na taxonomia do genero Malassezia quanto 
do genero Pityrosporum. 

Apesar de ter sido amplamente aceita a suposigao de 
que havia um relacionamento muito proximo entre as for¬ 
mas leveduriformes e miceliais dos generos Malassezia e Pi¬ 
tyrosporum, essa suspeita nao pode ser comprovada porque a 
conversao entre elas nao foi prontamente demonstrada. No 
entanto, recentemente, essa questao foi solucionada quando 
formas miceliais identicas aquelas observadas nos tecidos fo¬ 


ram obtidas de ambas as formas leveduriformes (globosas e 
ovaladas) in vitro. Com isso, ficou defmido que essas dife- 
rengas morfofisiologicas representavam apenas fases do ciclo 
biologico de um mesmo fungo. Consecutivamente, o termo 
Pityrosporum tornou-se sinonimo de Malassezia. Assim, P ovale 
(formas 1, 2 e 3) e P. orbiculare foram incluidos em M. furfur e 
P. pachydermatis foi incorporado por M. pachydermatis. 

A despeito da defmigao da etiologia da pitiriase versi¬ 
color, a taxonomia do genero Malassezia continuava a con- 
ter elementos de controversia. Durante algum tempo, M. 
furfur (sorovares A, B, C) foi considerada a unica especie 
patogenica para o homem. Entretanto, a avaliagao dos con- 
teudos de bases nitrogenadas G+C e a presenga de gemula- 
gao do tipo simpodial determinaram, inicialmente, a criagao 
de uma nova especie, a M. sympodial ( P. ovale forma 3 ® M. 
furfur sorovar A). Outros estudos morfologicos, fisiologicos 
e moleculares permitiram tambem a criagao de mais quatro 
especies: M.globosa ( P. orbiculare® M. furfur sorovar B), M. res- 
tricta (M. furfur® M. furfur sorovar C), M. obtusa (P. ovale forma 
2) e M. slooffae (P. ovale forma 1). Atualmente, esse genero 
conta com sete especies, seis associadas a dermatomicoses 
humanas e uma (M. pachydermatis) ligada a doenga animal 
(Quadros 63.6 e 63.7). 

Malassezia (Baillon, 1889) 

■ Taxonomia: Filo Basidiomycota, Classe 

Ustilaginomycetes, Ordem Malasseziales. 

■ Morfofisiologia: as colonias sao pequenas, cremes 
a amareladas, lisas ou levemente rugosas, brilhan- 
tes ou foscas e lobuladas. A reprodugao assexuada 
ocorre por gemulagao unipolar recorrente ou sim¬ 
podial. As leveduras em forma de garrafa podem 
ser globosas, ovoides ou cilindricas. A separagao da 
gemula (celula filha) deixa uma cicatriz, formando 
um pequeno colar (colarete), apos as sucessivas ge- 
mulagoes. Hifas podem ser produzidas em cultura. 
A parede celular e espessa e multilamelar com as- 
pecto serrilhado. A levedura e capaz de assimilar 
acidos graxos de cadeia longa como unica fonte 
de carbono e o crescimento pode ser estimulado 
por oleos naturais como o azeite de oliva. Nao 
fazem fermentagao. A hidrolise da ureia e evidente 
e a reagao da catalase e positiva. A reprodugao sexuada 
ainda nao foi descrita. 

Malassezia pachydermatis (Weidman) (Dodge, 1935) 

■ Morfologia: apos 7 dias de incubagao, a 32 °C, 
em agar peptona-glicose, as colonias se apresen- 
tam foscas, convexas, algumas vezes umbonadas, 
com colora^ao creme, textura macia ou friavel 
e diametro aproximado de 5,0 pm. As celulas de 
levedura sao ovoides (2,0 a 2,5 x 4,0 a 5,0 pm) e 
a base de insergao entre a celula parental (celula 
mae) e a gemula e larga, produzindo uma proe- 
minente cicatriz. 
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■ Fisiologia: A rea^ao da catalase e, usualmente, po¬ 
sitive e sao positivas tambem as rea^oes da urease e 
Diazonio Azul B (DBB). O crescimento do fungo 
e inibido com a incorporagao de 10% de Tween 20 
ao agar peptona-glicose. A M. pachydermatis cresce a 
37 °C e tolera temperaturas de ate 40 °C-41 °C. As 
celulas dessa especie sobrevivem a liofilizagao e seu 
conteudo de GC esta em torno de 55,6% ± 0,2%. A 
fase teleomorfica e desconhecida. 

Malassezia restricta (Gueho, Guillot & Midgley, 1996). 

■ Morfologia: apos 7 dias de incubagao, a 32 °C, 
em agar Dixon modificado, as colonias se apre- 
sentam foscas, lisas a rugosas (em sua borda), com 
textura dura e quebradiga e diametro aproximado 
de 3,0 pm. As celulas de levedura sao esfericas a 
ovais (1,5-2,0 x 2,5-4,0 pm) e a base de inser^ao 
entre a celula parental e a gemula e relativamente 
estreita. 

■ Fisiologia: a rea^ao da catalase e negativa, todavia, 
as rea^oes da urease e Diazonio Azul B (DBB) sao 
positivas. O crescimento do fungo nao ocorre em 
agar peptona-glicose suplementado com 0,1% a 
10% de Tween 20, 40, 60 e 80 como unica fonte de 
lipidios. A M. restricta cresce a 37 °C e tolera tempe¬ 
raturas de ate 38 °C -39 °C. As celulas sobrevivem 
inconstantemente a liofiliza^ao e seu conteudo de 
GC esta em torno de 59,9% ± 0,1%. A fase teleo¬ 
morfica e desconhecida. 

Malassezia slooffiae (Gueho, Guillot & Midgley, 1996) 

■ Morfologia: apos 7 dias de incubagao, a 32 °C, em 
agar Dixon modificado, as colonias se apresentam 
rugosas com finos sulcos, textura aspera e diametro 
aproximado de 3,0 pm. As celulas de levedura sao 
pequenas e cilindricas (1,0 a 2,0 x 1,5-4,0 pm) e a 
base de inser^ao entre a celula parental e a gemula 
e larga. 

■ Fisiologia: a rea^ao da catalase e positiva, bem 
como as rea^oes da urease e Diazonio Azul B 
(DBB). O crescimento do fungo ocorre em agar 
peptona-glicose suplementado com 0,1% a 10% 
de Tween 40 e 60 como unica fonte de lipidios. 
No entanto, o crescimento nao e observado com 
a suplementagao de 0,1% de Tween 80. Para al- 
guns isolados, nenhum crescimento e verificado 
em altas concentrates (10%) de Tween 20 no 
meio cultura. A M. slooffiae cresce a 37 °C e tolera 
temperaturas de ate 40 °C. As celulas dessa espe¬ 
cie sobrevivem a liofilizagao e o conteudo de GC 
esta em torno de 68,7% ± 0,1%. A fase teleomor¬ 
fica e desconhecida. 

Malassezia obtusa (Gueho, Guillot & Midgley, 1996) 

■ Morfologia: apos 7 dias de incubagao, a 32 °C, em 
agar Dixon modificado, as colonias se apresentam 


lisas, planas, com textura umida e diametro aproxi¬ 
mado de 4,0 pm. As celulas de levedura sao grandes 
e cilindricas (1,5-2,0 x 4,0-6,0 pm) e a base de 
insergao entre a celula parental e a gemula e larga. 
Filamentos ramificados podem ocorrer em qualquer 
ponto da superficie da celula parental. 

■ Fisiologia: a reagao da catalase e positiva, bem 
como as reagoes da urease e Diazonio Azul B 
(DBB). O crescimento do fungo nao e observado 
em agar peptona-glicose suplementado com 0,1% 
a 10% de Tween 20, 40, 60 e 80 como unica fon¬ 
te de lipidios. A M. obtusa cresce a 37 °C e tolera 
temperaturas de ate 38 °C. As celulas sobrevivem 
inconstantemente a liofiliza^ao e seu conteudo de 
GC esta em torno de 60,7%. A fase teleomorfica e 
desconhecida. 

Malassezia globosa (Gueho, Guillot & Midgley, 1996). 

■ Morfologia: apos 7 dias de incubagao, a 32 °C, em 
agar Dixon modificado, as colonias se apresentam ele- 
vadas, dobradas e rugosas, com textura aspera e que- 
bradiga e diametro aproximado de 4,0 pm. As celulas 
de levedura sao esfericas (2,5 x 4,0 pm) e a base de 
insergao entre a celula parental e a gemula e estreita. 
Cicatrizes de gemulagao, ao contrario de outras es- 
pecies, nao sao proeminentes. Pequenos filamentos 
sao, algumas vezes, formados no local de origem das 
gemulas. Ramifica^oes podem ocorrer no ponto de 
insergao entre a celula parental e a gemula. Algumas 
celulas filhas podem alongar-se, mas a base de inser- 
£ao se mantem sempre mais estreita do que a gemula, 
produzindo um aspecto caracteristico. 

■ Fisiologia: a reagao da catalase e positiva, bem 
como as reagoes da urease e Diazonio Azul B (DBB). 
O crescimento do fungo nao e observado em agar 
peptona-glicose suplementado com 0,1% a 10% de 
Tween 20, 40, 60 e 80 como unica fonte de lipidios. 
A M. globosa nao cresce a 37 °C ou se mantem muito 
incipiente. As celulas dessa especie nao sobrevivem a 
liofilizagao e seu conteudo de GC esta em torno de 
53,5%. A fase teleomorfica e desconhecida. 

Malassezia furfur (Robin) (Baillon, 1889) 

■ Morfologia: apos 7 dias de incubagao, a 32 °C, em 
agar Dixon modificado, as colonias se apresentam 
foscas, lisas, umbonadas, suavemente dobradas, com 
eleva^ao convexa, textura macia ou friavel e diame¬ 
tro aproximado de 5,0 pm. As celulas de levedura 
sao variaveis no tamanho e morfologia, apresentan- 
do um aspecto esferico (2,5 x 5,0 pm), cilindrico 
(1,5-3,0 x 2,5-8,0 pm) e oval. A base de insergao 
entre a celula parental e a gemula e larga. Filamentos 
ramificados podem ocorrer em qualquer ponto da 
celula parental. 

■ Fisiologia: a reagao da catalase e positiva, bem 
como as reagoes da urease e Diazonio Azul B 
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(DBB). O crescimento do fungo nao e observado 
em agar peptona-glicose suplementado com 0,1%, 
0,5%, 1,0%, 5,0%,10% de Tween 20, 40, 60 ou 80 
como unica fonte de lipidios. A M. furfur cresce a 
37 °C e tolera temperaturas de ate 40 °C-41 °C. As 
celulas dessa especie sobrevivem a liofilizagao e seu 
conteudo de GC esta em torno de 66,4% ± 0,3%. A 
fase teleomorfica e desconhecida. 

Malassezia sympodialis (Simmons & Gueho, 1990) 

■ Morfologia: apos 7 dias de incuba^ao a 32 °C em 
agar Dixon modificado, as colonias se apresentam 
brilhantes, lisas, planas, com leve eleva^ao central, 
textura macia e diametro aproximado de 5,0 pm. As 
celulas de levedura sao ovoides a globosas (1,5-2,5 
x 2,5-6,0 pm) e a base de insergao entre a celula 
parental e a gemula e estreita. Gemulagoes repetidas 
ou simpodiais sao encontradas. 

■ Fisiologia: a rea^ao da catalase e positiva, bem 
como as reagoes da urease e Diazonio Azul B 
(DBB). O crescimento do fungo nao e observado 
em agar peptona-glicose suplementado com 0,1% a 
10% de Tween 40, 60 e 80 como unica fonte de 
lipidios. A M. sympoialis cresce a 37 °C e tolera tem¬ 
peraturas de ate 40 °C-41 °C.As celulas dessa espe¬ 
cie sobrevivem a liofilizagao e seu conteudo de GC 
esta em torno de 54,0% ou 66,2% ± 0,4%, segundo 
alguns autores. A fase teleomorfica e desconhecida. 

Diagnostico diferencial 

Aquelas dermatopatias que tambem produzem alteragoes 
na pigmentagao da pele devem ser diferenciadas de pitiriase 
versicolor. Nesse sentido, sao particularmente importantes o 
vitiligo e a pitiriase alba, que podem ser excluidos pela au- 
sencia de descamagao furfuracea e nao observa^ao de fluo- 
rescencia a luz ultravioleta. Devem ser ainda considerados a 
Tinea corporis , dermatite seborreica, eritrasma (fluorescencia 
vermelho-coral), sifilis secundaria, papilomatose confluente e 
reticulada, pitiriase rosea, pitiriase rotunda e cloasma. 

Prognostico e tratamento 

A doenga tern bom prognostico, mas a presenga de fato- 
res predisponentes pode dificultar sua erradicagao, tornando 
a pitiriase versicolor um processo cronico e recorrente. Nao 
obstante as recidivas, a Malassezia spp. e susceptivel a uma 
grande variedade de agentes antifungicos topicos e orais, dis- 
ponivel comercialmente. Dentre as medicares de uso local, 
destacam-se as formulagoes nao especificas como o sulfeto 
de selenio, tiossulfato de sodio com acido salicilico, acido 
benzoico com acido salicilico, enxofre com acido salicilico, 
propilenoglicol e iodo-povidine. Essas substancias nao agem 
diretamente sobre o fungo, mas promovem a retirada fisica e 
quimica do tecido lesionado e/ou afetam a taxa de turnover 
celular. Os antifungicos especificos de aplica^ao topica in- 
cluem os derivados azolicos (cetoconazol, clotrimazol, itra- 


conazol, miconazol, econazol, pramiconazol e tioconazol), 
tiocarbamatos, tolnaftato, tolciclato, terbinafma e griseoful- 
vina. Medicares sistemicas podem ser empregadas, quando 
grandes areas da pele sao afetadas e/ou quando ha recorren- 
cias. Os antifungicos orais de escolha sao cetoconazol, fluco- 
nazol e itraconazol. Terbinafma e griseofulvina, no entanto, 
nao sao efetivos per os. A terapia profilatica com cetoconazol 
tern sido considerada para aqueles pacientes com historia de 
falhas no tratamento e retorno a condigao clinica. Frequen- 
temente, a cura micologica nao e acompanhada da pronta 
resolugao das lesoes tegumentares. 

Outras infec<;6es associadas a Malassezia spp. 

■ Foliculite: o aspecto clinico mais evidente desse proces¬ 
so e a presenga de papulas e pustulas que ocorrem, prin- 
cipalmente, na regiao dos membros superiores e tronco 
e que podem ser assintomaticas ou pruridicas. Nodulos 
e cistos podem surgir nos casos mais graves. Como em 
pitiriase versicolor, a foliculite por Malassezia esta asso- 
ciada a colonizagao dos tecidos pela levedura. A oclusao 
do foliculo piloso com posterior invasao fungica explica 
essa condigao. Em parte, a inflamagao e irritagao obser- 
vadas sao decorrentes da produgao de acidos graxos por 
a^ao de lipases da Malassezia spp. sobre os triglicerideos 
da pele. A histopatologia das lesoes revela um infiltrado 
celular composto por linfocitos, histiocitos e neutrofilos 
e elementos leveduriformes esfericos e gemulantes, e 
pequena quantidade de hifas. No foliculo piloso, podem 
ser tambem encontradas bacterias como as propionibac- 
terias e Staphylococcus sp. Um outro aspecto histologico 
caracteristico e a distens^o do foliculo piloso, seu preen- 
chimento com material queratinico, e eventual ruptura 
do epitelio. Comumente, a doenga aparece como com- 
plicagao naqueles pacientes que apresentam processos de 
base consumptivos (Aids, leucemia, doenga de Hodgkin 
e diabetes mellitus) ou sob terapia com antibioticos e imu- 
nossupressores ou, ainda, submetidos a transplantes de 
medula ossea e orgaos (coragao e rins). A foliculite por 
Malassezia spp. e mais prevalente em areas tropicais (16%), 
sendo favorecida pela maior temperatura e umidade elevadas. 
Nas regioes temperadas, a maior incidencia de foliculite 
se da nos periodos de primavera verao. Essa condigao 
responde bem a quimioterapia antifungica topica e/ou 
oral com derivados azolicos de uso clinico. 

■ Dermatite seborreica: a presenga de descamagao e infla- 
ma^ao em areas do corpo ricas em glandulas sebaceas 
caracterizam essa patologia. As lesoes sao eritematosas, 
descamativas e, ocasionalmente, pruriginosas, distri- 
buindo-se pelo couro cabeludo, sobrancelhas, face e 
jungao nasolabial, ouvido, tronco (regioes intraescapular 
e pre-esternal), axilas e coxas. Complicates do quadro clinico 
incluem liquenificagao, infecgao bacteriana secundaria 
e otite externa. A colonizagao pela Malassezia spp. e a 
presenga de fatores predisponentes como pitiriase ver¬ 
sicolor, disturbios neurologicos (doenga de Parkinson, 
esclerose multipla e lesao da medula espinhal), esgota- 
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mento fisico e mental e imunocomprometimento con- 
tribuem para o desencadeamento da doenga. A derma- 
tite seborreica parece ser mais decorrente de uma res- 
posta anormal dos hospedeiros a presenga da Malassezia 
na pele do que consequencia de um supercrescimento 
da levedura no foco infeccioso. A produgao de toxinas 
e enzimas fungicas tambem tem sido considerada na 
patogenese dessa condigao. Enzimas, como as lipases, 
convertem os triglicerideos teciduais em acidos graxos 
que, por apresentarem uma a^ao irritativa, induzem a 
descamagao. A liberagao do acido araquidonico, por sua 
vez, contribui de maneira importante para o aumento 
do processo inflamatorio nos locais de lesao. A doenga 
e mais prevalente em homens do que em mulheres e 
parece sofrer influencia da sazonalidade, se agravando no 
inverno e melhorando nos periodos de maior calor. A 
incidencia dessa dermatite na populagao em geral varia 
de 1% a 3%, no entanto, percentuais de ate 83% podem 
ser encontrados em pacientes com Aids. Em individuos 
normais, a dermatite seborreica tende a surgir na pu- 
berdade, em fungao das alteragoes hormonais e aumento 
da atividade das glandulas sebaceas, tornando-se cronica 
com frequentes recorrencias. Nos pacientes imunocom- 
prometidos, a doenga tende a ser mais intensa e refrata- 
ria a quimioterapia. Drogas antifungicas ativas contra a 
Malassezia spp. demonstram ser efetivas no tratamento 
da maioria dos casos de dermatite seborreica e seu uso 
profilatico reduz, sensivelmente, as taxas de recidiva da 
doen^a. 

Dermatite atopica: a ocorrencia de um processo infla- 
matorio cronico marcado por intenso prurido e acom- 
panhado por lesoes eczematosas com eritema, descama- 
gao e espessamento da epiderme, define clinicamente 
essa condigao. A dermatite atopica e principalmente 
observada em adultos j ovens do sexo feminino e tem 
sua maior incidencia em paises do Leste. Fatores predis- 
ponentes de origem genetica como historico familiar de 
dermatite atopica, rinite alergica e asma bronquica de- 
sempenham um papel fundamental no desenvolvimento 
da doenga. Um outro fator de particular importancia na 
genese dessa dermatite e a propria Malassezia spp. A le¬ 
vedura tem sido isolada em 83% dos pacientes adultos e 
parece agir como um alergeno (e nao como um agente 
infeccioso), nos individuos susceptiveis, especialmente 
naqueles onde as lesoes se localizam na cabega e pes- 
cogo. A identifica^ao de tres componentes alergenicos 
associados a Malassezia spp., dois de natureza proteica 
(37kb e 67kb) e um carboidrato (14kb), tem sido relata- 
da na literatura. A administragao de antifungicos azolicos 
e corticosteroides topicos e/ou orais aliviam os sintomas. 
Infecgoes cutdneas e doenca sistemica (Malasseziose): a 
Malassezia spp. tem sido tambem associada a uma serie 
de outros processos tegumentares como acne vulgar, 
acne neonatal, blefarite seborreica, dacriocistite, infec^ao 
nodular do foliculo piloso, onicomicose, papilomatose 
confluente e reticulada, e psoriase, bem como a diversos 


processos sistemicos, incluindo artrite septica, fungemias, 
mastites, peritonites e sinusites. No caso das fungemias, 
essas tem sido relacionadas ao emprego de cateteres ve- 
nosos centrais para administragao parenteral de emulsoes 
lipidicas em pacientes prematuros e/ou imunocom- 
prometidos. A presenga da Malassezia spp. na corrente 
sanguinea pode ser explicada pelo fato da barreira cuta- 
neomucosa ser rompida pela introdugao do cateter, per- 
mitindo que o fungo colonizante atinja a circulagao e se 
mantenha no foco infeccioso, pelo suprimento lipidico 
que esta sendo oferecido. O comprometimento imuno- 
logico dos pacientes colabora para o estabelecimento e 
persistencia da infecpio. O eventual isolamento da leve¬ 
dura e/ou a resposta a quimioterapia antifungica sao os 
principais argumentos para a confirmagao da Malassezia 
spp. como agente etiologico dessas diferentes condigoes 
clinicas. 

■ PNEUMOCISTOSE 
Etiologia e epidemiologia 

O Pneumocystis jirovecii, anteriormente identificado como 
Pnemocystis carinii e classificado como um protozoario, e um 
microrganismo com caracteristicas atipicas e intermediarias 
entre os fungos e os parasitas. O Pjirovecii tem sido conside- 
rado um fungo filogeneticamente proximo ao Saccharomyces 
cerevisiae e a outras leveduras. Esse organismo nao e cultivavel 
em meios tradicionais e seu ciclo de vida apresenta tanto uma 
fase sexuada e quanto uma fase assexuada. O ciclo vital e 
composto por dois estagios fundamentais representados pelos 
trofozoitos (forma trofica) e pelos cistos maduros (ascos), que 
parecem ser estruturas de propaga^ao e infectividade. Os tro¬ 
fozoitos sao haploides, uninucleados, apresentam uma mor- 
fologia variavel, elipsoide ou ameboide, medem 1,5-5 pm de 
diametro e tem parede celular delgada (ou ausente) com pro- 
je^oes citoplasmaticas denominadas filopodios. Nos tecidos, 
esses organismos fungicos se distribuem, formando clusters. 
A fase de trofozoitos e o estagio mais abundante em todo o 
ciclo de vida e de infec^ao fungica (cerca de 90% a 95% dos 
elementos pulmonares), exibindo a propor^ao de 10:1 em 
relagao aos cistos. Esses trofozoitos se originam diretamente 
de cistos maduros, que representam a fase sexuada do fun¬ 
go. Os trofozoitos haploides se dividem por fissao binaria ou 
endogenia, formando, assexuadamente, novos trofozoitos. No 
entanto, essas estruturas podem tambem parear e se conjugar, 
em decorrencia de tipos sexuais ou conjugantes ( mating types) 
compativeis, dando origem a uma celula uninucleada, diploi- 
de, de aspecto esferico e de paredes delgadas, denominada 
esporozoito inicial. O esporozoito inicial entra num processo 
de divisao meiotica, que ocorre em dois ciclos (meiose I e 
II) e produz tres divisoes nucleares, originando um zigoto 
com quatro nucleos. De forma eventual, os trofozoitos que se 
conjugaram e se tonaram diploides podem se reproduzir de 
maneira assexuada como os trofozoitos haploides. Simultane- 
amente a replica^ao meiotica e a segrega^ao de organelas ce- 
lulares, ocorre o surgimento de uma outra camada ou lamina 
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proximo a membrana citoplasmatica, engrossando sua parede. 
Nesse estagio, o esporozoito e denomidado de esporozoito 
intermediario.A meiose e seguida, entao,por uma divisao mi- 
totica adicional, resultando em oito nucleos, contidos numa 
grande celula esferica. Nesse momento, o esporozoito passa a 
ser chamado de esporozoito tardio. Nessa fase, tem inicio um 
processo de delimita^ao celular que formam oito esporos ou 
corpos intracisticos. A parede do esporozoito tardio comega 
a se espessar para, finalmente, produzir um cisto esferico ou 
semilunar, de paredes lisas e grossas, com raros filopodios e 
que mede 8-10 pm de diametro. O conteudo nuclear dos 
cistos pode ser diploide, tetraploide ou octoploide. No cis¬ 
to maduro, oito esporos individuais (ascosporos) de aspecto 
irregular, esferico, elipsoide ou ameboide sao claramente de- 
lineados e protegidos por uma parede celular que apresenta 
espessura semelhante a espessura da parede celular da forma 
trofica. Esses esporos exibem um unico nucleo e um citoplas- 
ma denso com uma mitocondria bem defmida, um reticulo 
endoplasmatico rugoso bastante desenvolvido e numerosos 
ribossomas. Uma vez completamente amadurecidos, os espo¬ 
ros sao liberados para o meio externo (excistamento), atraves 
de um ostiolo no cisto, originando oito formas troficas livres, 
que podem recomegar o ciclo de reprodugao sexuada e asse- 
xuada. Apos a saida dos esporos, os cistos vazios tomam uma 
forma de taga ou guarda-sol. Uma caracteristica notavel, alem 
do nao crescimento em meios de cultura usuais, e a ausencia 
de ergosterol na membraba celular do P jerovecii. Diferen- 
temente dos outros fungos, esse organismo tem colesterol 
como esterol de membrana, o que confere resistencia frente 
aos antifungicos que agem sobre o ergosterol, notadamente, 
a anfotericina B. 

O P. Jorivecii e um fungo cosmopolita, sendo reporta- 
do em todo o mundo, em areas tropicais, temperadas e frias, 
excetuando-se a Antartida. Apesar de nao ser cultivavel e nao 
terem sido isoladas formas ambientais de vida livre, e possivel 
que seu habitat seja tanto o meio rural quanto o urbano, ja 
que acidos nucleicos desse fungo tem sido detectados no solo, 
na agua, no ar e em diversos outros ambientes e superficies, 
incluindo domicilios e areas hospitalares. O reservatorio co- 
nhecido desse fungo e exclusivamente o homem. A especie 
humana parece ser naturalmente colonizada por esse fungo. 
Nesse sentido, a infecgao pelo P. jerovecii e considerada uma 
antroponose. O genero Pneumocystis apresenta estenoxenismo, 
ou seja, grande afinidade por seu hospedeiro. Em decorrencia 
disso, existem especies distintas de acordo com os diferentes 
tip os de mamiferos. Assim, o Pneumocystis carinii e o Pneu¬ 
mocystis tvakejieldiae estao associados a camundongos, o Pneu¬ 
mocystis murina esta associado a ratos, o Pneumocystis oryctolagy 
esta associado a coelhos e ha ainda especies ligadas ao furao, 
cavalos, porcos e caes. O contagio se da, aparentemente, pela 
via respiratoria, atraves da inalagao de particulas aerosoliza- 
das, ingestao e contato com ambientes contaminados e com 
individuos colonizados, portadores assintomaticos ou mesmo 
com doenga ativa. No entanto, como P Jirovecii esta presente 
colonizando o tecido pulmonar, a microbiota fungica tem 
sido considerada tambem como fonte de infecgao endoge- 


na. Nao ha distingao de sexo, contudo, como a Aids e mais 
incidente no sexo masculino, e sendo a infec^ao pelo HIV 
um fator predisponente para pneumocistose, esse genero tem 
sido o mais acometido. A faixa etaria e ampla e ha relatos da 
doen^a em recem-nascidos e em individuos adultos. Nesses 
individuos, a faixa etaria mais acometida situa-se em tor no 
dos 30 anos. Relativamente a atividades ocupacionais, essas 
parecem nao ter influencia na taxa de aquisigao da doenga, 
mas trabalhadores da area de saude com ocupagoes clinicas 
que levam a entrar em contato com individuos enfermos, 
podem propagar o Pneumocystis. A maior parte dos casos de 
infec^ao por PJirovecii esta, classicamente, associada a pacien- 
tes portadores de HIV-Aids (>50%). Na atualidade, todavia, a 
Aids deixou de ser o principal fator predisponente, tendo em 
vista a instituigao da HAART e da profilaxia com pentami- 
dina e sulfonamidas. Em individuos sem diagnostico definido 
de Aids e, por conseguinte, sem tratamento com antirretroviral, 
a pneumocistose apresenta percentuais de 20% a 30%. Outros 
fatores que predispoem a doenga estao ligados a condigoes de 
neutropenia e imunocomprometimento diferentes de Aids, 
como neolpasias solidas e hematologicas, pacientes transplan- 
tados, doen^as respiratorias cronicas, doengas inflamatorias 
cronicas, doengas degenerativas, desnutrigao, alcoolismo, pa¬ 
cientes em UTI por tempo prolongado e pacientes sob terapia 
com cistostaticos, corticoides, imunomoduladores e anticorpos 
monoclonais sinteticos. Nesses individuos, a taxa de infec^ao 
pode atingir percentuais de 40% a 50%. A pneumocistose pode 
tambem acometer individuos sem historia de doen^a de base 
ou imunocompetentes. Episodios clinicos podem ocorrer por 
reativagao de microrganismos latentes/quiescentes, por infec- 
£ao primaria ou por novo contagio. Tem sido proposto que, 
precocemente, nos primeiros meses de vida, uma primoinfec- 
£ao (ou colonizagao) pode ser produzida em fungao de con- 
taminagao por via aerea ou vertical ao nascimento, tornando 
essas crian^as portadores assintomaticos que, em momentos 
posteriores de imunocomprometimento, pode vir a se mani- 
festar clinicamente. Infec^ao de novo pode tambem ocorrer, ja 
que existem diferentes genotipos de Pneumocytis nos distintos 
ambientes e regioes. Disso decorre o fato de que, apos a cura 
clinica e a eliminagao do genotipo causal, nova infecgao pode 
ocorrer por um outro genotipo. Essa diversidade genotipica, 
inclusive, parece estar associada a quadros clinicos especificos. 
Infec^ao de novo pode ainda ser desencadeada por transplante 
de orgao previamente contaminado. Dependendo do tama- 
nho do inoculo e do status de saude dos pacientes, o periodo 
de incubagao pode variar de 3-12 semanas. 

Clinica e patologia 

Uma vez inalado, o Pneumocystis tem especial tropismo 
pelas celulas epiteliais alveolares do pulmao, sendo incomum 
a disseminagao a outros orgaos, razao pela qual sua clinica 
e, essencialmente, pulmonar. O fungo liga-se fortemente as 
celulas alveolares (pneumocitos) tipo I, atraves de seus filo- 
podios e, em parte, tambem, utilizando as proteinas da matriz 
extracelular. Histologicamente, se observa um exsudato in- 
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tralveolar espumoso e rosado, que contem os elementos fun- 
gicos. O processo inflamatorio da parede alveolar e variavel, 
indo desde uma pequena reagao ate uma forte inflamagao 
intersticial cronica e fibrose. Defeitos na imunidade mediada 
por celulas T CD4 + (<200 linfocitos CD4VpL) tornam os 
hospedeiros susceptiveis a infec^ao pelo Pneumocystis. Em- 
bora a hipoxia seja fortemente marcada pela pneumocistose, 
suas manifestagoes clinicas sao variaveis e seu aparecimento 
pode ser insidioso, com um curso evolutivo mais demorado, 
ou fulminante e rapidamente progressivo, ao longo de alguns 
poucos dias. 

Nos pacientes profundamente imunocomprometidos, se 
observam quadros de pneumonia intersticial com infiltrados 
de celulas plasmaticas, que evoluem em 1 a 2 semanas. Os 
sintomas pulmonares sao inespecificos, mas, habitualmente, 
ocorre fadiga e perda de peso, febre moderada, dispneia, ta- 
quipneia, ortopneia, tosse nao produtiva, hipoxemia, cianose 
e suor noturno. Em pacientes fumantes, com doenga pulmo- 
nar obstrutiva cronica ou com bronquite, pode haver tosse 
produtiva e secregoes. Nas radiografias e tomografias compu- 
tadorizadas de torax, e possivel observar infiltrados difusos na 
regiao hilar e opacidade pulmonar bilateral com aspecto de 
vidro moido. Nao ha, contudo, um padrao de imagem patog- 
nomonico, e outras alteragoes radiograficas podem ocorrer. 
Para alguns pacientes, inclusive, a fase inicial da pneumocisto¬ 
se nao mostra alteragoes na radiografia de torax. E pouco fre- 
quente a ocorrencia de infiltrados unilaterais ou localizados, 
lesoes nodulares, reticulares, bolhosas e granulomatosas, cavi- 
ta^ao, necrose, calcifica^ao, vasculite, derrame pleural, pneu¬ 
matocele e pneumotorax que, quando presente, determina 
dispneia aguda e dor toracica. Pacientes sob tratamento com 
HAART podem apresentar a Sindrome de Reconstituigao 
Imunologica (SRI), onde ha um agravamento das manifes- 
ta^oes clinicas como tosse, dispneia, hipoxemia e infiltrados 
pulmonares, que costumam diminuir com a instituigao de 
corticoterapia sistemica. Na cintilografia pulmonar, pode-se 
observar, ainda, uma captagao aumentada dos isotopos ra- 
dioativos galio 67 e indio. 111 A mortalidade e elevada se nao for 
instituido tratamento antifungico adequado, sendo a morte 
determinada por falencia respiratoria aguda. A doenga ex- 
trapulmonar ocorre em 5% dos casos e tern sido relatados 
quadros disseminados, principalmente em pacientes em es- 
tagios avangados de Aids, apresentando nodulos de aspecto 
arenoso ou necrotico nos tecidos acometidos. Os principals 
sitios anatomicos envolvidos sao ganglios linfaticos, tireoide, 
figado, bago, trato gastrointestinal, ossos, medula ossea, rins, 
suprarrenal, olhos, ouvidos e pele. 

Diagnostico laboratorial 

O diagnostico de pneumocistose e basicamente realizado 
pela observa^ao microscopica do fungo em amostras respira- 
torias, pois o fungo nao e cultivavel. O lavado broncoalveolar 
e o especimen mais adequado para a pesquisa do P jorivecii, 
por ser o mais sensivel e efetivo. Escovado bronquico, aspi- 
rado transtraqueal, biopsia traqueobronquica ou pulmonar e 


expectoragao induzida (pacientes com Aids), todavia, podem 
tambem ser utilizados para o diagnostico laboratorial dessa 
enfermidade. Auxiliares no diagnostico sao, ainda, as imagens 
obtidas atraves da radiografia e tomografia computadorizada 
do torax, que exibem, em geral, infiltrados intersticiais difusos 
e massas mediastinais. 

■ Exame direto e histopatologia: para uma correta 
visualizagao microscopica, as amostras devem ser coradas 
pela tecnica da prata (Gromori-Grocott), considerada 
padrao-ouro para fungos, que permite a detec^ao de cis- 
tos de colora^ao negra, cujo aspecto tintorial e resultado 
da impregnagao pela prata. Outras tecnicas que tambem 
podem ser empregadas para a analise da micromorfologia 
parasitaria sao o azul de ortotoluidina (cistos), Wright- 
Giemsa modificado (Diff-Quick) (cistos e trofozoitos), 
Gram-Weigert (cistos e trofozoitos), cresil violeta (cis¬ 
tos), hematoxilina-eosina (HE) (cistos e trofozoitos), 
Papanicolaou (cistos/esporozoitos e material espumoso 
alveolar) e branco de calcofluor (cistos). Os achados histo- 
patologios possuem caracteristicas de pneumonia inters¬ 
ticial cronica, subcronica ou difusa, com espessamento de 
septos intralveolares e infiltrados com linfocitos, macro- 
fagos, plasmocitos, material fibrinoide eosinofilico (tipo 
favo de mel) ou material espumoso eosinofilico, onde se 
encontram imersas as estruturas fungicas. 

■ Cultura: o Pjirovecii e as outras especies de Pneumocystes 
nao sao cultivaveis em meios de cultura tradicio- 
nais. A propaga^ao em laboratorio do Pneumocystis so 
tern sido conseguida de forma transiente, por poucas 
semanas, em celulas epiteliais de pulmao e outras celulas 
alimentadoras (feeder cells) . Em sistemas que nao utilizam 
feeder cells , como os meios micologicos, o crescimento, 
efetivamente, nao tern sido obtido. 

Pneumocystis jirovecii (Frenkel, 1976). Pneumocystis spp. fo- 
ram tradicionalmente considerados protozoarios, tendo em 
vista sua morfologia e ciclo parasitarios. Estudos moleculares, 
no entanto, demonstraram que esse organismo divide mui- 
tas de suas caracterisiticas com os fungos, tais como parede 
celular e estrutura enzimatica. Uma diferenga importante e 
a biossintese de colesterol ao inves de ergosterol, que tipica- 
mente caracteriza a membrana celular fungica. Baseado na 
morfologia, seu ciclo de vida e dividido em dois estagios fun¬ 
damentals: os trofozoitos, encontrados fora das formas cisticas, 
e os cistos (ascos) esfericos ou semilunares, que contem de 
2 a 8 esporozoitos ou corpos intracisticos (ascosporos). Os 
trofozoitos ou formas troficas livres representam o estagio 
assexuado do fungo. Nessa fase, a multiplica^ao ocorre por 
fissao binaria ou endogenia, dando origem a novos trofozoi¬ 
tos. Por sua vez, os cistos (ascos) representam a fase sexuada 
do Pjirovecii , que acontece pela uniao dos citoplasmas (plas- 
mogamia) e fusao dos nucleos (cariogamia) de dois trofozoi¬ 
tos sexualmente compativeis. Em seguida, uma meiose e uma 
mitose tern lugar, formando, assim, os cistos (ascos) que irao 
conter os esporozoitos (ascosporos). Ao final do ciclo sexua- 
do, os esporozoitos sao, entao, excistados para o tecido, trans- 
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formando-se em trofozoitos, que se ligam, consecutivamente, 
aos pneumocitos do epitelio do alveolo pulmonar. A posigao 
taxonomica desse fungo foi dada por estudos moleculares, o 
que permitiu a inclusao do Pneumocystis sp. no Filo Ascomy- 
cota, Subfilo Taphrinamycotina, Classe Pneumocystidomyce- 
tes, Ordem Pneumocystidales e Familia Pneumocystidaceae. 

■ Imunofluorescencia indireta e outras provas so- 
rologicas: A imunofluorescencia indireta com anti- 
corpo monoclonal e uma tecnica mais sensivel do que 
aquelas de coloragao histopatologica, sendo considerada 
um metodo padrao para o diagnostico da pneumocis- 
tose. Uma vantagem da imunofluorescencia indireta e a 
possibilidade de corar tanto cistos quanto trofozoitos, o 
que e especialmente importante, ja que as formas tro- 
ficas sao as mais abundantes na infecgao pelo P. jirovecii. 
Alem disso, e possivel excluir Candida sp. e Histoplasma 
capsulatum que podem gerar alguma confusao morfolo- 
gica. 0 1-3 P-D-glucano da parede celular dos fungos, 
utilizado para o diagnostico de candidiase e aspergilo- 
se, tern sido tambem empregado para o diagnostico de 
pneumocistose. Esse marcador serico e particularmente 
util no segmento do paciente, tendo em vista haver uma 
relagao entre a diminuigao dos niveis sericos do 1-3 P~ 
-D-glucano e o sucesso da terapia com antimicrobianos. 
A detecgao de lactato desidrogenase (LDH) e da mucina 
KL-6 (aumentadas) e do cofator enzimatico s-adenosi- 
lcistina-SAM (diminuido) no soro de individuos com 
infecgao, tern sido tambem proposto como marcador da 
doen^a. 

■ Tecnicas de PCR: atualmente, a pesquisa de P jirovecii 
por metodos moleculares, cujo fundamento e a ampli- 
fica^ao de determinadas regioes do genoma do fungo, 
tern sido empregada. Nesse sentido, diferentes sequencias 
geneticas do P jirovecii (DHPS, DHFR, TS, p-tub, cdc2 
gene, ITS, 5S rRNA, 18S rRNA, MSG, mtLSU rRNA, 
mtSSU rRNA) podem ser utilizadas como sitios-alvos 
especificos para o diagnostico de pneumocistose, atra- 
ves da tecnica de PCR e suas varia^oes (Nested-PCR, 
Real-Time PCR, RT-PCR). A falta de padronizagao e a 
dificuldade de distin^ao entre colonizagao e infec^ao ou, 
ainda, entre infec^ao recente e antiga sao, todavia, alguns 
dos problemas da metodologia molecular. 

Diagnostico diferencial 

Os quadros pulmonares de pneumocitose devem ser 
diferenciados de tuberculose e outras infecgoes por mico- 
bacterias, citomegalovirus, criptococcose, histoplasmose e 
coccidioidomicose. As infecgoes oticas devem ser diferencia- 
das com bacterioses e viroses diversas e rinosporidiose. Nas 
doengas oftalmicas, deve ser distinguida de sarcoma de Kaposi 
e outros processos neoplasicos, e citomegalovirus. 

Prognostico e tratamento 

A pneumonia por P jirovecii tern prognostico reservado a 
ruim,ja que e potencialmente fatal, causando uma forte insu- 


ficiencia respiratoria, que pode levar ao obito. Um tratamento 
efetivo pode ser instituido com sulfametoxazol-trimetoprima 
(SMX+TMP). Outras drogas empregadas sao: atovoquina, 
clindamicina/primaquina, corticoides, pentamidina e, expe- 
rimentalmente, as candinas. Terapia combinada tambem tern 
sido proposta. Derivados azolicos e polienicos nao devem ser 
utilizados pela ausencia de ergosterol na membrana celular do 
genero Pneumocystis. 

■ PROTOTECOSE E CLORELIOSE 
Prototecose 

Etioiogia e epidemioiogia 

A prototecose e uma infec^ao causada por algas do gene¬ 
ro Prototheca que, sob certas condigoes, acomete vertebrados, 
incluindo o homem e os animais superiores. Essas algas sao 
unicelulares, imoveis, sem cloroplastos (aclorofiladas), com 
morfologia esferica, oval ou elipsoide, citoplasma basofilico 
granular e pequeno nucleo central. Em termos de tamanho, 
pode variar de 1,3-16,1 pm de diametro. Essas algas possuem 
parede celular hialina com aproximadamente 0,5 pm de es- 
pessura. As Prototheca spp. nao apresentam em sua parede ce¬ 
lular nem glicosamina, encontrada nos fungos, e nem acido 
muramico, observado em bacterias. Nutricionalmente, todas 
as Prothoteca utilizam sais de amonia ao inves de nitrato, as- 
similam alcoois (propanol) e agucares como glicose, frutose, 
galactose, mas dissacarideos nao sao metabolizados, e reque- 
rem tiamina e oxigenio para o seu crescimento. A posigao 
taxonomica desses organismos tern sido discutida, mas, atu¬ 
almente, considera-se que Prototheca sp., filogeneticamente e 
mais proxima as algas inferiores e aos vegetais do que aos 
fungos. Em termos de taxonomia, pertencem a Classe Tre- 
bouxiophyceae, Ordem Chlorellales e Familia Chlorellaceae. 
No genero Prototheca sao reconhecidas 5 especies validas: Pro¬ 
totheca wickerhamii, Prototheca zopfii, Prototheca stagnora, Proto¬ 
theca ulmea e Prototheca blaschkeae (termotolerante).As especies 
envolvidas em doenga humana e veterinaria (caes, gatos, bo- 
vinos) sao, principalmente, P zopfii e P wickerhamii. Diversos 
estudos fenotipicos sustentam a existencia de distintos clus¬ 
ters de Prototheca , os quais tern sido nominados de variantes 
ou biotipos. Em P. zopfii, ja foram identificados os biotipos I 
e II e parece existir, ainda, um outro biotipo, o biotipo III. 
Prototheca sp. tern reprodugao assexuada por endosporulagao 
(septa^ao interna) e fissao binaria com subsequente divisao 
citoplasmatica para formagao de endosporos. Em sua repro- 
dugao, a celula mae (hialina) e nao gemulante, denominada 
teca (endosporos imaturos) e esporangio (endosporos madu- 
ros), com tamanho de 3-30 pm, da origem entre dois a vinte 
endosporos (autosporos ou esporangiosporos) que medem 
cerca de 9-11 pm. Esses endosporos permanecem dentro 
dos esporangios limitados por uma proeminente parede ou 
capsula trilaminar de esporopolemina e, ao amadurecerem 
e aumentarem de tamanho em seu interior, por pressao, 
rompem os esporangios, sendo liberados passivamente para 
o meio externo, iniciando um novo ciclo biologico. Pouco 
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antes do rompimento, o agrupamento de endosporos dentro 
dos esporangios forma uma estrutura semelhante a uma “mo¬ 
rula”. De acordo com o meio de cultura utilizado, o tempo 
de isolamento da Prototheca sp. pode variar entre dois a sete 
dias, em temperaturas de 25 °C -37 °C. Em agar sangue ovino 
(ou bovino) desfibrinado a 5%, formam colonias pequenas, 
branco-acinzentadas. Em agar Sabouraud dextrosado (SDA), 
as colonias formadas tern aspecto branco-dourado, com 1 
a 2 jin i de diametro. Apos 72 a 96 horas de incubagao, as 
colonias apresentam diametro entre 3 e 6 m e bordas irre¬ 
gular mente onduladas, com elevagao central. As especies de 
Prototheca sao amplamente distribuidas na natureza, exibindo 
caracteristicas cosmopolitas e ubiquitaria. Esses organismos 
estao presentes em todos os continentes (menos Antartida), 
sendo mais prevalentes em regioes tropicais. Ambientes ricos 
em materia organica e com alta umidade, como solos en- 
charcados, areas enlameadas e esgotos, oferecem condigoes 
otimas para o desenvolvimento desse patogeno. O microrga- 
nismo tern sido tambem isolado de agua do mar, lagos, rios e 
piscinas, agua de servigo e potavel, seiva de arvores, animais 
domesticos e selvagens, leite e outros alimentos (carnes, frutas 
e vegetais) e fezes. No entanto, as fontes mais importantes 
sao, de fato, esgoto e dejeto animal. Esses organismos ainda 
colonizam transientemente os tecidos humanos como pele, 
unhas, trato respiratorio e digestivo. A doenga afeta indivi- 
duos de qualquer etnia, sexo e idade, contudo, ha um certo 
predominio em individuos acima de 30 anos e idosos. Mais 
recentemente, tern sido informadas infec^oes em neonatos e 
criangas. Em termos de exposigao ocupacional, trabalhadores 
em culturas de arroz, Pescadores, peixeiros e fazendeiros sao 
os mais susceptiveis. A prototecose podem ser uma infec^ao 
primaria em individuos imunocompetentes ou oportunista 
em individuos com alteragoes em seu sistema imunologico. 
Alem disso, pode ocorrer como uma infec^ao endogena, a 
partir de colonizagao no hospedeiro, ou exogena, a partir do 
ambiente. Os pacientes imunocomprometidos, todavia, sao 
o principal grupo acometido. Como fatores predisponentes, 
tern sido relatado diabetes, neoplasias solidas ou hematologi- 
cas, transplantes, corticoterapia, citostaticos, cirurgias (orto- 
pedicas), alcoolismo e dialise peritoneal. Na doenga animal, a 
mastite bovina e a enfermidade mais comum. 

Clinica e patologia 

A prototecose pode apresentar tres formas clinicas ba- 
sicas: cutanea e subcutanea, inflamagao bursal e fascial, e 
disseminada ou sistemica. A aquisigao da infec^ao ocorre, ge- 
ralmente, por contato de feridas e areas traumatizadas do hos¬ 
pedeiro com agua contaminada com os agentes etiologicos. A 
doen^a tern periodo de incubagao de cerca de duas semanas, 
podendo ficar localizada ou se espalhar para outros tecidos e 
orgaos. Um importante fator critico para o controle do de¬ 
senvolvimento e espalhamento da infec^ao sao os defeitos na 
fungao dos neutrofilos, os quais impactam negativamente a 
fagocitose, a degranulagao celular e o metabolismo oxidativo, 
requeridos para a destruigao do agente etiologico. A protote¬ 


cose cutanea e subcutanea representa cerca de 70% das lesoes 
por essas algas e pode ocorrer tanto em pacientes imuno¬ 
competentes quanto em imunocomprometidos, acometen- 
do areas expostas do hospedeiro como cabega, face, pescogo, 
membros superiores e inferiores. O desenvolvimento das le¬ 
soes normalmente e cronico e lento, e nao ha tendencia a 
curas espontaneas. Os aspectos clinicos sao variados e amplos, 
e compreendem papulas, nodulos, abscessos, pustulas, placas 
eritematosas ou eritematoescamosas, verrugas, crostas e ex- 
sudagao, hipopigmentagao. Lesoes atroficas e disseminagao 
cronica com dor discreta podem ocorrer. Lesoes vesiculo- 
bolhosas e ulcerativas, com descarga purulenta e prurido sao, 
todavia, uma das apresenta^oes mais frequentes. A protote¬ 
cose pode ocorrer, geralmente, apos implanta^ao traumati¬ 
ca ou pela utilizagao de cateter. Tern sido reportada, ainda, a 
ocorrencia de lesoes consecutivas a intervengoes cirurgicas e 
a tratamentos esclerosantes com instrumental contaminado. 
Essas lesoes pos-operatorias se caracterizam pela presenga de 
nodulos, sinovites e tenossinovites, com supura^ao cronica. 
Lesoes subungueais (onicoprototecose) com paroniquia dis¬ 
tal e descoloragao amarelada tern sido relatadas. Outra forma 
clinica da prototecose sao as lesoes articulares que apresentam 
taxas de 15% a 50%. A maioria dos casos ocorre em pacientes 
imunocompetentes. A doenga das articulates e representada, 
classicamente, pela bursite do cotovelo ou do olecrano. Essa 
lesao tern inicio como resultado da inoculagao da Prototheca 
sp. na articula^ao radioumeral, por repetidos traumatismos ou 
por cirurgias ou, ainda, por disseminagao de focos cutaneos.A 
maior parte dos casos cursa com aumento de volume da ar- 
ticula^ao, eritema, dor intensa, exsudato serosanguinolento e 
inflama^ao dos tecidos moles. A prototecose disseminada ou 
sistemica e tipica de pacientes profundamente imunocom¬ 
prometidos e ocorre em percentuais de 5% a 20%. Os orgaos 
mais afetados sao pele, tela subcutanea, bago, figado, trato in¬ 
testinal, urinario e respiratorio, peritonio, linfonodos, cora- 
£ao, encefalo e meninges. Diversos fatores susceptibilizam os 
pacientes, tais como neoplasias solidas e hematologicas, Aids, 
transplantes de orgaos, corticoterapia, dialise, cateterismo e 
intubagao endotraquial. Algemias, febres e calafrios podem 
ser observados em decorrencia do uso de cateter venoso cen¬ 
tral. Apesar de estar mais frequentemente associada a pacien¬ 
tes hospitalizados, tern sido relatados alguns casos de doenga 
sistemica, em individuos imunocompetentes. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame direto e histopatologia: no exame mico- 
logico direto com KOH 10%, podem ser observadas 
numerosas celulas (3 a 30 jam) arredondadas, ovoides 
ou elipticas, com parede celular espessa (esporangios) 
e varias septa^oes internas que dao origem a cerca de 
2 a 20 endosporos (9 a 11 jam) delgados dispostos ra- 
dialmente, formando uma estrutura multisseptada de- 
nominada morula. Essas estruturas podem ser confun- 
didas com esferulas de Coccidioides immitis/ Coccidioides 
posadasii e Rhinosporidium seeberi, celulas de levedura de 
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Paracoccidioides brasiliensis , Histoplasma duboisii, Blastomyces 
dermatitides, Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii 
e corpusculos muriformes. Os estudos microscopicos 
podem ser procedidos com o emprego de coloragoes 
como branco de calcofluor, acido periodico de Schiff 
(PAS) e Gomori-Grocott (prata). 

■ Cultura: Prototheca sp. crescem prontamente na maio- 
ria dos meios de cultura usados na rotina. Em agar 
Sabouraud dextrosado sem ciclo-heximida, as algas 
formam colonias brancas, cremes ou beges, lisas e com 
aspecto leveduriforme, visiveis em 24-72 horas de in- 
cubagao, a temperatura de 25 °C -37 °C. Temperaturas 
acima de 40 °C, cicloheximida e antifungicos azolicos e 
polienicos inibem o crescimento desses organismos em 
cultura. Todavia, cloranfenicol, penicilina e estreptomici- 
na nao afetam seu desenvolvimento in vitro. 

Dentre as especies conhecidas, duas delas tern maior im¬ 
portance clinica, a P wickerhamii, com de 80% dos casos, e 
a P zopfii, com 18%. Os outros 2% sao distribuidos para as 
tres especies restantes ( P. stagnora, P ulmea, P blaschkeae ). Para 
a identifica^ao das especies de Prototheca sao avaliadas tan- 
to as caracteristicas morfologicas quanto fisiologicas. Como 
as colonias de Prototheca sao semelhantes as de Candida spp., 
a distingao entre os dois organismos deve ser procedida 
acrescentando ao meio de cultura um algaecida como a ri- 
bostamicina, a concentragao de 60 p g, pois essa substancia 
inibe o crescimento da alga, mas nao afeta a levedura. 
Morfologicamente, P wickerhamii exibe colonias de aspecto 
cremoso, coloragao esbranquigada com margens lisas, que 
tendem a tornar-se amareladas com o tempo. Os esporan- 
gios medem de 3-15 pm , seus endosporos sao arredondados 
e medem de 4-5 pm, estao dispostos simetricamente como 
uma flor e, a partir de seguidas divisoes, podem alcannas 
um numero de 50 endosporos. Em termos de estudos 
bioquimicos, P. wickerhamii assimila glicose, galactose, trealose, 
mas nao assimila sacarose e nem propanol. Essa alga cresce 
bem a temperatura de 37 °C. Relativamente a P zopfii , a mor- 
fologia cultural mostra um aspecto cremoso, esbranquigado, 
enrugado, aspero e com uma margem ondulada. Os esporan- 
gios medem em torno de 7-30 pm, contem endosporos com 
diametros que variam de 9-11 pm e nao mostram disposigao 
simetrica. Bioquimicamente, assimila glicose e propanol, mas 
nao assimila galactose, sacarose e trealose. Nao ha restri^oes 
quanto ao crescimento a 37 °C. 

Diagnostico diferencial 

A prototecose cutanea deve ser diferenciada de eczema, 
herpes simplex, dermatite por contato, t/neas e onicomicoses. A 
doenga subcutanea dever ser separada de cromoblastomicose, 
esporotricose, coccidioidomicose, leishmaniose, tuberculose, 
linfomas cutaneos. A bursite deve ser distinguida daquelas 
causadas por bacterias. As formas disseminadas devem ser di- 
ferenciadas de micoses endemicas como a esporotricose, coc¬ 
cidioidomicose e histoplasmose, e calazar. 


Prognostico e tratamento 

O prognostico e reservado a ruim, dependendo da con- 
digao imunologica dos pacientes. Nao ha um tratamento es- 
pecifico, todavia, tern sido empregados antibioticos, tais como 
gentamicina, tetraciclina, polimixina B, amicacina e penta- 
midina, e antifungicos, incluindo o cetoconazol, fluconazol. 
itraconazol, posaconazol, voriconazol, griseofulvina, nistatina, 
anfotericina B tradicional, lipossomal e lipidica, candinas e 
iodeto de potassio. Alem disso, cirurgias, bursectomias, retira- 
da de cateter infectado e termoterapia podem ser procedidas. 

Cloreliose 

A alga do genero Clorella, um organismo muito proxi- 
mamente relacionado a Prototheca sp., tern sido relatada como 
patogeno ocasional em vertebrados, acometendo animais do¬ 
mestic os e selvagens, e os seres humanos. Clorella sp. e uma 
alga verde que contem clorofila, um pigmento fotossinteti- 
zante. Essa alga e ubiquitaria, sendo isolada de diversas fontes 
ambientais. Em termos gerais, a morfologia de Clorella sp. e de 
Prototheca sp. demonstra grande similaridade de forma, tama- 
nho e parede celular. Clorella sp. apresenta uma parede celular 
bem defmida e fortemente associada a membrana citoplas- 
matica. Essas algas podem apresentar, ainda, um simples nu- 
cleo, ser binucleadas ou mesmo trinucleada. Diferentemente 
de Prototheca sp., no entanto, Clorella sp. apresenta um unico 
cloroplasto de grandes dimensoes, alem de numerosos granu- 
los de ami do em seu citoplasma. O ciclo vital e, igualmente, 
bastante semelhante ao da Prototheca sp., produzindo um es- 
porangio hialino e refratil (7 a 25 pm) que, quando maduro, 
formam assexuadamente de 2 a 20 endosporos (2 a 6 pm). 
Estruturas tipo morula tambem podem ser encontradas. Apos 
sua endoesporula^ao (septa^ao interna), ha ruptura, por pres- 
sao, da parede do esporangio e liberagao dos endosporos, que 
iniciam um novo ciclo. Clorella sp. e considerada um patoge¬ 
no oportunista, agente de doenga localizada ou disseminada 
que, para a ocorrencia de infec^oes, necessita de certo grau de 
imunocomprometimento dos hospedeiros, inoculagao trau¬ 
matica, contaminagao de feridas (inclusive feridas cirurgicas) 
e pesada exposigao ambiental. Micoses endemicas cronicas, 
que levam a debilidade organica dos hospedeiros, parecem 
ser um fator predisponente especifico. O comprometimento 
de pele, linfonodos e trato gastrointestinal, nefrite intersti- 
cial, asma e alergia tern sido relatados. Em lesoes de orgaos 
e tecidos que exibam coloragao esverdeada, a cloreliose deve 
ser considerada. O contagio pode ocorrer por ingestao ou 
contato com aguas estagnadas com forte contaminagao por 
essas algas. O organismo cresce em meios micologicos usu- 
ais, produzindo tambem colonias verdes. Clorella sp. pode ser 
diferenciada de Prototheca sp. por metodos citoquimicos ou 
ultraestruturais. Os achados de cloroplastos e granulos na mi- 
croscopia eletronica suportam o diagnostico de Clorella sp. 
Preparagoes a fresco e por Giemsa permitem a visualizagao 
dos granulos com pigmentos verdes. A parede celular e os 
granulos se coram, ainda, pelo Gram, hematoxilina & eosina 
(HE) e por Gromori-Grocott (prata). Da mesma forma, em 
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coloragoes pelo acido periodico de Schiff (PAS), a parede 
celular e os granulos tambem aparecem positivos. A perda 
do pigmento esverdeado, todavia, pode ocorrer em prepa- 
ragoes histopatologicas, por dissolugao. O tratamento poder 
requerer cirurgia e quimioterapia antifungica (anfotericina 
B) combinada com antibioticos (tetraciclina). 

■ RINOSPORIDIOSE 
Etiologia e epidemiologia 

A rinosporidiose e uma infecgao granulomatosa de evo- 
lugao cronica que acomete o tecido mucocutaneo, forman- 
do massas tumorais. O agente etiologico dessa condigao e 
o Rhinosporidium seeberi, um protista da classe Mesomyceto- 
zoea, ordem Dermocystida, que e parasita de animais e seres 
humanos. Esse organismo nao tem si do isolado em cultura, e 
nos tecidos, se apresenta como esferulas de paredes espessas, 
contendo endosporos. Infecgoes experimentais tambem nao 
tem sido reproduzidas em modelo animal. Em decorrencia 
do nao crescimento em meios artificiais ou propagagao em 
laboratorio, o habitat natural de R. seeberi ainda se mantem 
algo desconhecido, a semelhanga de Lacazia loboi. No entan- 
to, evidencias ecoepidemiologicas apontam para ambientes 
aquaticos como rios, lagos, piscinas e banhos publicos, e ou- 
tras colegoes de agua represada ou estagnada. A doenga ocorre 
em todos os continentes, todavia, e mais comum nos tropicos, 
tendo sua maior prevalencia no sudeste da India e Siri Lanka. 
Importantes casos, contudo, tem sido tambem relatados na 
America do Sul. Os individuos do sexo masculino compoem 
a principal populagao de pacientes, porem, aqueles do sexo 
feminino tem se mostrado mais sensiveis a infec^ao ocular. 
Apesar da media de idade dos pacientes com rinosporidiose 
estar entre 20 e 40 anos, uma ampla faixa etaria poder ser 
acometida. Em criangas muito jovens, no entanto, os relatos 
de doenga pelo R. seeberi sao pouco frequentes. Geralmen- 
te as pessoas de areas rurais ou que vivem e/ou trabalham 
em regioes “ribeirinhas” ou lacustres estao mais propensas a 
aquisigao da infec^ao. Casos de infec^oes oculares tem sido 
relatados em areas deserticas, provavelmente em decorrencia 
de areia e agua de pogos ou oasis contaminados.Tempestades 
de areia parecem ser tambem um fator critico. 

Clinica e patologia 

Em areas de solugao de continuidade dos tecidos e apos 
o contato com agua ou poeira contaminadas, lesoes carac- 
terizadas pela presenga de polipos lobulados ou papilados, 
vascularizados, rosaceos ou avermelhados, macios, friaveis e 
com base peduncular ou sessil podem se desenvolver. Hi- 
perqueratose, hiperplasia pseudoepiteliomatosa e erosao, alem 
de edemas e hemorragias, podem ser observadas na regiao 
das lesoes. Histologicamente, esses polipos apresentam um 
infiltrado celular composto por neutrofilos, histiocitos, eosi- 
nofilos, celulas gigantes, linfocitos e celulas plasmaticas, bem 
como esferulas em diferentes estagios e endosporos.Em geral, 
os sitios anatomicos mais afetados sao a mucosa nasal (>70%) 


e a conjuntival (16%), todavia, esporadicamente, processos 
profundos e generalizados podem ocorrer. 

A doenga nasal e assintomatica ate que a obstru^ao da 
passagem do ar ou sensagao de corpo estranho na mucosa 
comecem a ser percebidos, em decorrencia do aumento do 
tamanho do polipo. Esse crescimento e, normalmente, unila¬ 
teral, e pode se dar no sentido da orofaringe, ocluindo faringe 
e laringe, e causando disfagia, disfonia ou dispneia; ou no 
sentido das narinas, produzindo uma massa tumoral que se 
projeta para fora do conduto nasal, se estendendo ate a regiao 
labial. Pontos esbranquigados, contendo grande quantidade 
de parasitas, podem ser observados macroscopicamente sobre 
a superficie desses polipos. Prurido e coriza sao queixas fre¬ 
quentes, contudo, nao e comum o relato de dor. As descargas 
nasais podem se apresentar francamente mucoides e sangui- 
nolentas, e tambem conter elevado numero de endosporos e 
esferulas do R. seeberi. Hemorragias e epistaxes graves podem 
tambem estar presentes. A drenagem de secre^ao para a na- 
sofaringe pode desencadear episodios de tosse. Importantes 
complicagoes sao as sinusites bacterianas, que cursam com 
sensibilidade e secregao mucopurulenta, e estao associadas as 
obstrugoes nasais. 

As infecgoes oculares sao mais frequentes em regioes se- 
cas ou de baixa precipitagao pluviometrica e parecem estar 
relacionadas com tempestades de areia. A maioria das lesoes 
e unilateral e acomete a conjuntiva palpebral. Todavia, bulbo 
ocular, limbo corneano, canto interno do olho, caruncula e 
vias lacrimais podem ser tambem afetados. De maneira mui¬ 
to ocasional, palato, lingua, uvula, amigdalas, epiglote, laringe, 
traqueia e seios paranasais podem ser envolvidos. Essas lesoes 
sao de tamanho reduzido e acomodadas na estrutura ocu¬ 
lar, por isso, o processo e normalmente assintomatico, nao 
produzindo mal-estar ou dificultando a visao. Os principais 
sintomas, contudo, sao sensa^ao de corpo estranho, fotofo- 
bia,lacrimejamento, descarga sanguinolenta, edema e eritema 
ocular. A oclusao do canal lacrimal pode levar a forma^ao de 
massas subcutaneas. 

O comprometimento do tecido cutaneo nao adjacente 
as lesoes mucosas e raro e, na maioria das vezes, ocorre por 
autoinoculagao. Da mesma forma, lesoes primarias da pele 
sao de frequencia extremamente baixa. Como nas lesoes de 
mucosa, os processos cutaneos tambem apresentam uma na- 
tureza poliposa e a ausencia de sintomas. Normalmente, essas 
lesoes sao unicas ou solitarias, mas o surgimento em multiplos 
sitios tegumentares parece ser consequencia de disseminates 
hematogenicas. Pacientes com processos mucocutaneos dis- 
seminados podem apresentar, igualmente, comprometimento 
de orgaos internos como pulmao, bago, figado, rins e tecido 
osseo. Nesses casos, febre, enfraquecimento e morte podem 
ocorrer. Outras areas afetadas sao trato geniturinario, mucosa 
anal, glandulas parotidas, cerebro e conduto auditivo externo. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame microscopico direto e histopatologia: 

tendo em vista que o R. seeberi e um patogeno nao 

cultivavel, os unicos elementos de diagnostico sao a 
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microscopia direta ou o estudo histopatologico dos 
polipos. Entretanto, em decorrencia do tamanho de suas 
estruturas vegetativas, esse parasita pode ser tambem 
visualizado, clinicamente, como pontos brancos sobre as 
lesoes poliposas. No laboratorio, o exame microscopico 
das preparagoes a fresco, tratadas com KOH a 10% a 
20%, permite a observagao de esferulas com ostiolos 
em varias fases de desenvolvimento, com dimensoes de 
ate 350 pm e grande quantidade de endosporos (5-10 
pm). O emprego de tecnicas histopatologicas como 
hematoxilina e eosina (HE), acido periodico de Schiff 
(PAS), Gromori-Grocott (prata), Gridley e mucicarmin 
de Meyer revela uma morfologia semelhante a observa- 
da em exame direto. As esferulas de R. seeberi devem ser 
diferenciadas daquelas de Coccidioides immitis/ Coccidoides 
posadasii, Emmonsia crescens e Emmonsia parva. 

Rhinosporidium seeberi (Wenicke) (Seeber, 1912) 

■ Taxonomia: o R. seeberi e um protista da Classe 
Mesomycetozoea e Ordem Dermocystida, que 
congrega organismos aquaticos (. Dermocystidium 
sp., Sphaerothecum destruens, Ichthyophonus sp. e 
Psoropermium sp.), agentes de infec^oes similares em 
peixes e anfibios, e que filogeneticamente estao na 
fronteira entre animais e fungos. 

■ In vivo: a infecgao tern origem (fase trofica), quando 
o esporo infectante (trofocito) penetra no epitelio da 
mucosa e inicia seu desenvolvimento. Nesse estagio, o 
esporo infectante mede 5-10 pm e apresenta um ci- 
toplasma claro com nucleo vesicular. Ao atingir 10 a 
15 pm, surge um material lipidico de aspecto globular 
e granular no citoplasma. A primeira divisao nuclear 
ocorre quando o esporo-esferula chega a 50 pm. Em 
seguida, sucessivas divisoes nucleares ocorrem, forman- 
do uma grande quantidade de nucleos. Ao alcangar a 
marca de 2.000 nucleos, o citoplasma comefa a clivar- 
-se em torno desse material nuclear da periferia para 
o centro. A esferula nessa fase mede cerca de 100 a 
350 pm. As esferulas maduras contem entre 16.000 e 
20.000 endosporos que medem 7-9 pm. A liberagao 
desses esporos endogenos para o tecido exterior ocor¬ 
re atraves de um ostiolo na parede da esferula. 

Diagnostico diferencial 

As lesoes poliposas da rinosporidiose devem ser diferen¬ 
ciadas de condiloma na regiao genital, prolapso hemorroidal, 
hemangiomas e neoplasias. O exame microscopico direto e a 
histopatologia do material clinico permitem a realizagao do 
diagnostico diferencial, com alto grau de confiabilidade. 

Diagnostico e tratamento 

A doenga tern bom prognostico, visto que e de curso in- 
sidioso e, normalmente, se mantem localizada, nao produzindo 
debilidade fisica e nem impedindo o exercicio da atividade pro- 
fissional. Curas espontaneas sao de rara ocorrencia e o tratamen¬ 


to inclui excisao cirurgica, eletrocauterizacao e quimioterapia 
antifungica.Todavia, recaidas sao uma caracteristica da infecgao. 

■ TINEA NIGRA 
Etiologia e epidemiologia 

A tinea nigra e uma dermatomicose marcada pela presen- 
ga de manchas assintomaticas de aspecto arredondado, bordas 
bem definidas e hiperpigmentadas que se localizam, prefe- 
rencialmente, na regiao palmar e/ou plantar. O fungo Hortaea 
werneckii (Phaeoannellomyces werneckii , Exophiala werneckii) e o 
agente etiologico desse processo. Caracteristicamente, H. wer¬ 
neckii apresenta grande variabilidade morfologica, contendo 
elementos leveduriformes e miceliais de Colorado demacea, 
bem como reprodu^ao por gemulas e conidios. A morfologia 
tecidual tern se mostrado, igualmente, polimorfica com celu- 
las de levedura, blastosporos e hifas septadas e ramificadas. Na 
natureza, esse fungo e encontrado no solo e em associagao 
com materia organica em decomposi^ao e, nos tecidos, uti- 
liza os lipidios livres existentes na camada cornea e e favore- 
cido pela alcalinidade do pH e altos teores de sal. Tinea nigra 
e frequente em regioes tropicais, ocorrendo, principalmente, 
na America Latina, Africa e Asia. Nas areas temperadas, ha 
casos reportados na America do Norte e Europa.A doenga e 
mais prevalente em individuos com idade inferior a 20 anos 
e o sexo feminino e tres vezes mais acometido. Fatores pre- 
disponentes ou de risco nao tern sido descritos, mas a maior 
concentra^ao de glandulas sudoriparas e hiperidrose parecem 
facilitar o surgimento da doenga, em certas regioes da epi- 
derme. 

Clinica e patologia 

A tinea nigra e definida como maculas ovaladas, pardacen- 
tas, simples ou confluentes e indolores, que surgem na regiao 
da palma da mao e/ou planta dos pes de individuos higidos, 
apos implantagao traumatica do agente etiologico com ma¬ 
terial de origem vegetal. O periodo de incuba^ao dura, em 
media, uma semana, mas ha relatos na literatura de ate duas 
decadas. Em geral, as lesoes apresentam um diametro de cerca 
de 5 cm, margens irregularmente delimitadas e colora^ao que 
varia de marrom a negro. O acumulo de melanina fungica nas 
areas afetadas parece determinar a hiperpigmentagao cutanea. 
Outros aspectos clinicos como eleva^oes, descamagao, eritre- 
ma e adenopatias regionais nao sao observados, todavia, pode 
estar presente prurido. As alteragoes histologicas sao extre- 
mamente superficiais, nao atingindo areas mais profundas do 
estrato corneo, e seu aspecto mais evidente e uma leve hi- 
perqueratose. De maneira ocasional, a doenga pode atingir os 
dedos das maos ou dos pes, punhos, tronco, pescogo e unhas. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame microscopico direto e histopatologia: o 

diagnostico pode ser procedido com uma simples visu- 

alizagao microscopica das escamas de pele. A partir do 

exame micromorfologico com KOH a 10% a 20%, e 
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possivel observar hifas negras, intensamente septadas, ra- 
mificadas, tortuosas e de paredes espessas, medindo cerca 
de 5 pm de diametro. Hifas fragmentadas, clamidosporos, 
celulas gemulantes, com ou sem septos, e medindo 
cerca de 1,5-5 pm de diametro podem ser tambem 
visualizadas nos tecidos. 

Cultura: A H. werneckii pode ser isolada em meios de 
culturas usualmente empregados no laboratorio de 
micologia como o agar Sabouraud dextrosado com ou 
sem antimicrobianos (cloranfenicol e cicloheximida), 
agar batata dextrosado (BDA) ou agar extrato de malte. 
As escamas de pele sao inoculadas no meio de cultura 
e incubadas a temperatura de 25 °C -30 °C, por ate 4 
semanas. Em geral, o fungo apresenta um crescimento 
lento (1 a 3 semanas). 

Hortaea werneckii (Horta) (Nishimura et Miyaji, 1984) 

■ Morfologia macroscopica: a H. werneckii cresce 
lentamente, atingindo um diametro de 0,9-1,5 pm 
em 1 a 2 semanas. A colonia surge, primeiramente, 
com um crescimento leveduriforme, umido, brilhan- 
te e de coloragao branco “sujo” a cinza, entretanto, 
rapidamente passa a negro, negro-esverdeado ou oli- 
va-escuro. Algumas vezes, as colonias leveduriformes 
negras produzem um brilho metalico. Com o tempo, 
a cultura se torna, pelo crescimento de um micelio 
aereo acinzentado na periferia da colonia, menos 
umida e mais filamentosa, e o centro oliva perde seu 
brilho e apresenta uma fina camada de micelio. Nos 
isolados estereis ou pobremente esporulantes, as co¬ 
lonias sao tambem cobertas com um espesso micelio 
aereo cinza-esverdeado a cinza-escuro, que da uma 
aparencia flocosa. O reverso e negro. 

■ Morfologia microscopica: inicialmente, a co¬ 
lonia e composta por celulas de levedura, sendo 
algumas septadas centralmente (bicelulares). Essas 
celulas sao fusiformes ou cilindricas, afiladas em sua 
extremidade com polos em aneis, medindo entre 
3-10 pm de diametro e formadas nas laterais ou nas 
extremidades das hifas. Em seus polos anelidicos, 
produzem celulas por conidiogenese. Com o tempo, 
as colonias desenvolvem micelio alongado tortuoso 
com numerosas septagoes. As hifas tornam-se pig- 
mentadas e formam cachos ou racimos de conidios, 
a partir de celulas conidiogenicas indiferenciadas 
(apiculos), pequenas e intercalares (1-2 x 1-4 pm) 
ou a partir de conidioforos de 20 a 30 pm de com- 
primento. Nesta fase, o micelio pode ser espesso, 
medindo ate 7 pm de diametro, com celulas retan- 
gulares em cadeia. Os conidios sao numerosos, sep- 
tados ou nao, desenvolvem-se em qualquer ponto 
do micelio, sao hialinos, quando jovens, tornando-se, 
posteriormente, marrom claro ou oliva; apresentam 
paredes lisas e tern forma elipsoide ou oval, e podem 
medir 5 a 9,5 x 2,4 a 5 pm, quando unicelulares, e 
7-10 x 3,5-4,5 pm, quando bicelulares. Os esporos 
podem se arranjar como cachos ao longo da hifa, 
simulando a aparencia de cachos de blastosporos ao 


longo das pseudohifas de Candida sp. As colonias 
mais antigas produzem tufos de micelio cinza-es¬ 
verdeado. Algumas vezes, clamidosporos com uma 
parede escura e espessa se desenvolvem na colonia. 
Tais estruturas sao singulares e tern uma ou mais 
septagoes. Com a idade, a forma^ao de cachos de 
esporos pode ser semelhante aquela observada em 
Aureobasidium pullulans. 

Diagnostico diferencial 

Os processos que apresentam hiperpigmenta^ao cutanea 
como nevos e melanoma devem ser cuidadosamente diferen- 
ciados. Hiperpigmenta^oes pos-inflamatoria, sifilitica e por 
doen^a de Addison, bem como aquelas decorrentes de subs- 
tancias quimicas, devem ser tambem consideradas. 

Prognostico e tratamento 

O prognostico e bom, ja que essa afec^ao nao coloca em 
risco a vida do paciente. A tinea nigra responde bem ao acido 
salicilico, agentes queratinoliticos, enxofre, selenio, tintura de 
iodo, ciclopiroxolamina, derivados azolicos de uso topico e 
sistemico (bifonazol, cetoconazol, clotrimazol, itraconazol) e 
terninafma. Nao responde bem a griseofulvina oral, tolnafta- 
to topico e polienicos topicos. 

■ ZIGOMICOSE (MUCORMICOSE, 
MUCOROMICOSE OU MUCORALOMICOSE 
E ENTOMOFTOROMICOSE) 

Etiologia e epidemiologia 

Zigomicose e uma infec^ao causada por fungos ubiqui- 
tarios frequentemente encontrados no solo e em associagao 
com plantas, insetos e animais. Os agentes dessa condigao 
pertencem ao Filo Zygomycota, Classe Zygomycetes e Or- 
dens Mucorales e Entomophthorales. Claramente, etiologia, 
ecoepidemiologia e aspectos anatomoclinicos diferem dentro 
dessas duas ordens. Os fungos da ordem Mucorales sao de 
distribuigao mundial e, normalmente, se desenvolvem sobre 
material organico em decomposigao. A morfologia em vida 
livre e caracterizada pela presenga de hifas asseptadas e ra- 
mificadas, esporangiosporos formados dentro de esporangios 
e zigosporos como esporos sexuais. Nos tecidos, podem ser 
visualizados como hifas asseptadas e ramificadas em angulo 
reto. Membros da ordem Mucorales como Cunninghamella 
sp., Lichtheimia sp. ( Absidia sp.), Mucor sp., Rhizopus sp., Rhi- 
zomucov sp. e Syncephalastrum sp. causam uma zigomicose de 
natureza oportunista denominada, especificamente, mucor- 
micose, mucormicose ou mucoralomicose. Essa infec^ao e 
mais prevalente em pacientes imunocomprometidos, sendo 
pouco comum em hospedeiros que nao apresentam altera- 
goes de seus mecanismos de defesa. O espectro de manifesta- 
goes clinicas inclui uma forma cutanea, rino-orbito-cerebral 
e disseminada com agressiva angioinvasao. Os fatores predis- 
ponentes sao decorrentes de imunossupressao, alteragoes me- 
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tabolicas e nutricionais e ruptura da barreira cutaneomucosa. 
As especies da Ordem Entomophthorales ( Basidiobolus rana- 
rum e Conidiobolus coronatus) sao tambem fungos teluricos e 
estao relacionados a materia organica morta, bem como ao 
trato gastrointestinal de peixes, anfibios, repteis, morcegos e 
alguns artropodes. Em termos de distribuigao, esses organis- 
mos sao amplamente encontrados na natureza, todavia, sao 
mais prevalentes em florestas umidas de regioes tropicais e 
subtropicais. Os Entomophthorales se apresentam em fase 
saprobia como hifas asseptadas ou esparsamente septadas, 
balistosporos e zigosporos. Na fase parasitaria, podem ser 
observadas pequenas hifas asseptadas ou com septados es- 
parsos, raras ramificagoes e bainha eosinofilica (fenomeno de 
Splendore-Hoeppli). Diferentemente dos agentes da Ordem 
Mucorales, esses patogenos acometem pacientes infantis ou 
adolescentes imunocompetentes e, de forma ocasional, indi- 
viduos adultos. A zigomicose determinada por membros da 
Ordem Entomophthorales e designada de entomoftoromi- 
cose. Dependendo da especie envolvida, a infecgao pode ser, 
ainda, chamada de basidiobolomicose ( B. ranarum) ou coni- 
diobolomicose (C. coronatus). Clinicamente, a basidiobolomi¬ 
cose e caracterizada pela formagao de massas subcutaneas em 
ombros, membros e nadegas, enquanto a conidiobolomicose 
produz massas submucosas cronicas na regiao nasal. 

Clinica e patologia 

A infec^ao por membros da ordem Mucorales em pa¬ 
cientes imunocomprometidos pode ter inicio por uma via 
respiratoria, atraves da inalagao de elementos fungicos em sus- 
pensao no ar, ou por uma rota cutanea ou percutanea,pela im- 
planta^ao traumatica do fungo com agulhas, sondas, cateteres 
e bandagens, bem como queimaduras e feridas cirurgicas. A 
ingestao de alimentos e bebidas e medicares naturais a base 
de produtos vegetais ou homeopaticos contaminados pode 
determinar infecgoes, atraves de uma rota gastrointestinal. A 
susceptibilidade dos hospedeiros a mucormicose ocorre por 
falhas na quimiotaxia, na eliminagao e supressao da germina- 
gao dos esporos e na capacidade de destrui^ao dos elementos 
hifalicos. Em geral, essas agoes protetoras sao desempenhadas, 
primariamente, pelos monocitos/macrofagos que, ao fagocitar 
e eliminar os propagulos por um mecanismo oxidativo intra- 
celular, previne a germinagao, a formagao de hifas e o estabe- 
lecimento de infec^ao. Por sua vez, os neutrofilos destroem as 
estruturas hifalicas, impedindo a invasao vascular e morte dos 
tecidos. Diferentes patologias de base e fatores de risco in- 
terferem diretamente com a atividade dessas celulas.Tumores 
solidos e hematologicos e seus tratamentos, e transplantes de 
orgao e de medula ossea sao importantes fatores que levam 
a diminuigao do numero de neutrofilos e linfocitos, favore- 
cendo a infec^ao por Mucorales. O diabetes mellitus descom- 
pensado em cetoacidose e critico para o desenvolvimento da 
mucormicose nos pacientes, pois, em pH baixo, a quimiota¬ 
xia, a fagocitose e o sistema oxidativo sao comprometidos, o 
que determina uma neutropenia funcional. Somado a isso, a 
transferrina em pH acido apresenta altera^oes de suas fungoes, 


nao se complexando ou sequestrando o ferro serico, que fica 
disponivel para o crescimento fungico. Da mesma forma, a 
terapia com deferoxamina, empregada para quelar o alumi- 
nio e o ferro de pacientes com falha renal cronica, predis- 
poe a doenga, porque os Mucorales sao capazes de utilizar 
o ferro ligado a droga para a replicagao tecidual. A supressao 
da resposta inflamatoria e a indugao de acidose pela terapia 
com corticoides tambem determinam a susceptibilidade dos 
hospedeiros a esses fungos. Igualmente, o uso prolongado de 
antibioticos de largo-espectro pode causar a destruigao da mi¬ 
crobiota e permitir o estabelecimento de uma infec^ao fungi- 
ca sem a barreira da competigao bacteriana. 

Clinicamente, os processos determinados por membros 
da Ordem Mucorales incluem a mucormicose rino-orbito- 
-cerebral (craniofacial ou sinusite), pulmonar, cutanea, gas¬ 
trointestinal e disseminada. A forma rino-orbito-cerebral e a 
principal condigao da doenga, ocorrendo em pacientes com 
acidose em quase 50% dos casos. A infec^ao tern inicio apos a 
inalagao de esporos fungicos e implanta^ao na mucosa para¬ 
nasal. Normalmente, e de evolu^ao rapida, com comprometi- 
mento progressivo de orgaos e tecidos adjacentes como nariz, 
olhos e cerebro. Sintomas de sinusite aguda com sensibilidade 
e dor retro-ocular, congestao, rinorreia purulenta ou sero- 
sanguinolenta, epistaxe, febre e mal-estar sao, inicialmente, 
observados. Os seios etmoidal e maxilar sao infectados com 
frequencia. A pele da regiao lesionada se mostra edemacia- 
da, eritematosa e enegrecida pela necrose decorrente da an- 
gioinvasao e trombose. Esse processo se estende a face, regiao 
periorbital, infraorbital e orbital, produzindo tambem intensa 
tumefagao e necrose. Proptose, ptose, quemose, edema de 
palpebra, insensibilidade periorbital, diplopia, oftalmoplegia, 
ausencia de resposta pupilar e queda ou perda da capaci¬ 
dade visual podem ser observados quando o globo ocular, 
estruturas retrobulbares e nervo cranial sao envolvidos. Ao 
ser afetada, a cavidade oral pode apresentar dor, necrose e 
ulceras no palato duro. O acometimento cerebral ocorre por 
progressao no nervo optico e/ou invasao e destruigao dos 
ossos turbinados e, em consequencia, uma descarga nasal san- 
guinolenta pode estar presente. Comumente, as meningoen- 
cefalites determinam areas de anestesia e paralisia, altera^oes 
neurologicas e mentais e coma. A infec^ao pulmonar pode 
ser estabelecida apos a inalagao de elementos fungicos am- 
bientais, aspiragao de material contaminado ou ser secundaria 
a mucormicose rinocerebral ou disseminada. Febre persis- 
tente a antibioticoterapia de amplo espectro e rapida pro¬ 
gressao clinica sao caracteristicas. Esse processo compromete 
com maior frequencia pacientes profundamente neutropeni- 
cos, como aqueles com leucemias e linfomas e submetidos a 
transplantes de medula ossea ou a prolongada corticoterapia. 
Nodulos solitarios, infiltrados intersticiais, consolidagao lo¬ 
bular e segmentar, e lesoes cavitarias podem ser encontrados. 
Enfartos, tromboses e extensa necrose, e hemorragias decor- 
rentes da invasao de vasos pulmonares sao achados comuns. 
Lesoes de traqueia e zigomicose endobronquial cronica po¬ 
dem estar presentes. O espalhamento por contiguidade ou 
hematogenico e linfatico pode afetar outras areas toracicas e 
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extrapulmonares como diafragma, pericardio, miocardio, veia 
cava superior e encefalo. Hemoptises fatais associadas a erosao 
e invasao de arterias pulmonar e aortica tem sido relatadas. A 
radiografia pulmonar e inespecifica. A mucormicose cutanea 
e de particular importancia em pacientes diabeticos e quei- 
mados. A doenga tegumentar pode ocorrer por implantagao 
mecanica de esporos fungicos, atraves de agulhas e outros 
materials perfurocortantes e esparadrapos e bandagens con- 
taminados, por deposigao de esporos em suspensao no ar ou, 
ainda,por disseminagao vascular. A forma mais comum e a in- 
fecgao primaria de lesoes preexistentes produzidas por ferida 
cirurgica, diabetes ou queimaduras. Essas lesoes se apresentam 
extremamente inflamadas, supuradas, endurecidas, abcedadas, 
necroticas e hemorragicas. Ulceras extensas podem ser for- 
madas pela retirada do tecido necrotico superficial. As lesoes 
primarias podem ser, ainda, localmente muito invasivas, aco- 
metendo tecido subcutaneo, tecido adiposo, musculos, fascias 
(fasciite necrosante) e ossos. A angioinvasao pode determinar 
o espalhamento a sitios alhures. As lesoes cutaneas secundarias 
a disseminagao hematogenica sao caracterizadas por nodulos 
subcutaneos com minima destruigao da epiderme e eventual 
ulceragao. A mucormicose gastrointestinal e pouco frequente, 
mas todo o trato digestivo pode ser acometido. Mucosa, 
submucosa e vasos sanguineos sao invadidos, produzindo 
ulceras necroticas, perfuragao das mucosas e peritonites. Dor, 
febre, nausea, vomitos, hematemese, diarreia, hematoquesia 
sao os sintomas observados. Essa condigao comumente e fatal 
e a subnutrigao infantil parece ser um importante fator de 
risco. Outra sindrome relacionada a mucormicose gastroin¬ 
testinal e decorrente da colonizagao superficial fungica de 
lesoes ulceradas, que se apresentam com uma textura velutina 
e um centro necrotico de coloragao esverdeada a negra.Ti- 
picamente, nao ha invasao e destruigao da mucosa e a taxa de 
sobrevivencia e elevada. A mucormicose disseminada ocor- 
re pelo espalhamento hematogenico ou linfatico do fungo, 
a partir de infecgao pulmonar ou inoculagao iatrogenica na 
corrente sanguinea. Menos frequentemente, a mucormicose 
rinocerebral e cutanea sao fontes de doenga disseminada. Essa 
forma apresenta manifestagoes clinicas multiplas, dependen- 
do dos orgaos acometidos e da intensidade lesional. Taxas de 
mortalidade extremamente elevadas (96% a 100%), associadas 
a profunda e prolongada neutropenia e a terapia com defero- 
xamina, tem sido descritas. 

A entomoftoromicose compreende dois processos pato- 
logicos (basidiobolomicose e conidiobilomicose) com clinica 
e etiologia distintas, mas semelhantes em suas histologias. A 
basidiobolomicose pode se desenvolver a partir de trauma- 
tismos, mordeduras de insetos, contato com solo e material 
vegetal contaminados ou, ainda, de maneira iatrogenica. A 
rara forma rinocerebral observada em hospedeiros hipergli- 
cemicos parece estar relacionada a inalagao de esporos do B. 
ranarum. Normalmente, a doenga acomete individuos imu- 
nocompetentes e tem como sitios mais frequentes ombros, 
membros, tronco, nadegas e regiao inguinal e perineal. A in¬ 
fecgao se caracteriza por apresentar lesoes subcutaneas cro- 
nicas com formagao de nodulos inflamados, endurecidos e 


dolorosos, aderidos a pele, mas nao ao tecido subjacente, que, 
ocasionalmente, podem ulcerar. Essas lesoes nodulares sao de 
evolugao lenta e espalhamento local. Compressao linfatica e 
linfoedemas podem estar presentes. A doenga gastrointestinal 
e de ocorrencia pouco comum e acomete pacientes saudaveis 
e diabeticos. As porgoes do trato gastrointestinal mais com- 
prometidas sao o estomago, duodeno e colon, alem de pan¬ 
creas, figado e vias biliares. Infiltragao granulomatosa e fibrose 
da muscularis propria sem invasao vascular sao tipicas. Clinica- 
mente, observa-se dor abdominal, diarreia, constipagao, per- 
da de peso, febre e calafrios. A morte pode ser decorrente 
de obstrugao. Basidobolomicoses invasivas, com infec^ao de 
seios maxilares e intensa destruigao de palato duro e angioin¬ 
vasao, infecgao retroperitoneal e envolvimento muscular e de 
linfonodos tem tambem sido relatadas. A conidiobolomico- 
se rinofacial pode ser desencadeada pela inalagao de esporos 
do fungo que se implantam na mucosa nasal ou a partir de 
pequenos traumatismos como aqueles produzidos pela mor- 
dedura de insetos. A infecgao acomete mais frequentemente 
pacientes em boas condi^oes de saude. A principal manifes- 
ta^ao clinica e a sinusite cronica que se inicia como uma 
tumefagao na regiao dos ossos turbinados e se estende as areas 
contiguas. O espalhamento envolve o tecido subcutaneo da 
face, linfonodos e seios paranasais. Usualmente, as lesoes no¬ 
dulares formadas sao firmes e aderidas as estruturas subja- 
centes. Apesar de se manter intacta, a pele sobre os nodulos 
se torna brilhante e avermelhada. Sobrancelhas, palpebras e 
parte superior dos labios podem estar desfigurados. Como 
resultado do edema e do intumescimento que se estabele- 
cem na regiao facial e nasal, sensibilidade dolorosa, obstrugao, 
rinorreia e espistaxe sao observados. Comprometimento de 
faringe e laringe, com extenso e cronico linfoedema, pode 
ocorrer. Diferentemente da mucormicose rino-orbito-ce- 
rebral, meningoencefalites nao tem sido descritas. O espa¬ 
lhamento a focos distantes nao e comum, mas ha relatos de 
angioinvasao e do eng a disseminada fatal. 

Uma infecgao invasiva de origem pulmonar pode ser 
causada por Conidiobolusincongruus . A doenga afeta individuos 
imunocompetentes e imunocomprometidos e pode ser fatal, 
independentemente da condigao imunologica dos pacientes. 
Pulmao e mediastino, pericardio e endocardio, tecido cuta- 
neo e subcutaneo, linfonodos, figado, esofago e jejuno po¬ 
dem ser acometidos. Reagao granulomatosa com hifas largas 
e esparsamente septadas e material eosinofilico sao as carac- 
teristicas histopatologicas dessa condigao, a semelhanga de B. 
ranarum e C. coronatus. A infecgao cursa com febre, tosse com 
hemoptise, anorexia, perda de peso e massas subcutaneas. 

Diagnostico laboratorial 

■ Exame microscopico direto e histopatologia: o 

exame direto com KOH 10% a 20% dos especimens cli- 
nicos (lesoes necroticas), infectados com membros da 
ordem Mucorales, permite a visualizagao de hifas as- 
septadas largas (7-15 pm) e irregularmente ramificadas 
em angulo reto. Clamidosporos podem estar presentes, 
porem, esporangios sao pouco frequentes. Algumas es- 
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pecies de Mucor e outros Mucorales produzem celulas 
de levedura em parasitismo ou a temperatura de 37 °C. 
Todas essas estruturas podem ser demonstradas de forma 
especifica em preparagoes histopatologicas com acido 
periodico de Schiff (PAS) ou Gromori-Grocott (prata). 
O estudo das se^oes teciduais com hematoxilina e eosina 
(HE) pode detectar a intensidade da angioinvasao pelos 
elementos hifalicos e a resposta inflamatoria composta 
predominantemente por neutrofilos em individuos nao 
imunocomprometidos. Invasao de tecido adjacente, trom- 
boses, areas nodulares, necroticas e hemorragicas tambem 
podem ser visualizadas. Ao exame direto, as especies da 
Ordem Entomophthorales se apresentam como hifas 
largas (3,5-10 pm), asseptadas ou esparsamente septadas, 
pouco ramificadas, de paredes refringentes e com inclu- 
soes granulares. Esses elementos teciduais tambem po¬ 
dem ser detectados por coloragoes micopatologicas. Em 
hematoxilina e eosina (HE), micelio asseptado envolvido 
por uma matriz eosinofilica (fenomeno de Splendore- 
Hoeppli) pode ser demonstrado. Diferentemente das es¬ 
pecies de Mucorales, a invasao vascular e extremamente 
rara em Entomophthorales. 

Cultura: o diagnostico final de mucormicose e ob- 
tido pelo isolamento em cultura de agentes da ordem 
Mucorales; contudo, a cultura positiva nao tern valor 
diagnostico se o exame direto e/ou histopatologia forem 
inconclusivos. A visualiza^ao dos elementos fungicos nos 
tecidos e fundamental para descartar a possibilidade de 
contaminagao. De qualquer forma, a recuperagao de 
Mucorales de pacientes de risco dever ser criteriosamen- 
te considerada, mesmo quando a contrapartida tecidual 
nao estiver disponivel. Os Mucorales crescem bem nos 
meios micologicos habituais: agar Sabouraud dextrosado, 
com ou sem cloranfenicol, agar batata dextrosado (BDA) 
e agar a infusao de cerebro-cora^ao (BHIA). Meios que 
sejam suplementados com cicloheximida (agar mycosel, 
agar micobiotico) nao devem ser empregados, porque 
esses fungos sao sensiveis a essa droga. Uma cultura ex¬ 
tremamente algodonosa, de coloragao acinzentada, pode 
estar presente, depois de um periodo de incubagao de 24 
a 48 horas, a 25 °C a 30 °C. A estrutura micromorfolo- 
gica e caracterizada pela presen^a de hifas asseptadas e 
ramificadas, clamidosporos intercalares, esporangioforos 
e esporangios globosos ou digitiformes que contem em 
seu interior grande quantidade de esporangiosporos. A 
cultura de Entomophthorales pode ser procedida tam¬ 
bem em meios ordinarios, mas sem cicloheximida, por 
um periodo de 2 a 5 dias, a temperatura de 25 °C a 
30 °C. A placa de Petri deve ser armazenada de forma 
invertida para permitir a eje^ao de balistosporos produ- 
zidos por esses fungos. Apos a incuba^ao, uma colonia 
de aspecto ceroso ou pulverulento, Colorado creme a 
acinzentada e com circunvolugoes radiais esta presente. 


As hifas sao largas (8 a 20 pm) e esparsamente septadas 

com diferentes tipos de esporos assexuados (primarios 

e replicativos) e sexuados (zigosporos) e clamidosporos. 

Rhizopus (Ehrenberg ex) (Corda, 1838). 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
atingindo a maturidade em 4 dias. As especies po- 
tencialmente patogenicas crescem bem a 37 °C. A 
superficie e coberta com um denso micelio aereo 
algodonoso, que lembra “algodao doce”, de Co¬ 
lorado cinza ou marrom-amarelado. O reverso e 
branco. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao hialinas, lar¬ 
gas (6 a 15 pm), asseptadas ou muito raramente septa¬ 
das. Numerosos estoloes estao presentes entre as hifas 
do micelio, conectando grupos de longos esporangio¬ 
foros que, usualmente, nao sao ramificados. No ponto 
onde os estoloes e os esporangioforos se encontram, 
hifas semelhantes a raizes, denominadas rizoides, 
sao produzidas. Os esporangioforos sao longos (ate 
4 mm) e terminam em uma intumescencia arredon- 
dada e escurecida, denominada esporangio (60 a 350 
pm), que contem uma estrutura curva, chamada de 
columela (fusao de pequenas vesiculas), que divide 
o esporangio em duas partes, uma fertil, onde ha a 
produgao de esporos, por clivagem do citoplasma em 
torno de nucleos, que se dividem dentro do esporan¬ 
gio, e outra nao fertil, representada pela parte inferior 
dos esporangios e do esporangioforo. Os esporangios 
contem muitos esporos hialinos ou marrons, ovais, 
com 5 a 9 pm, conhecidos como esporangiosporos. 
Para a libera^ao desses esporos endogenos, e necessaria 
a desintegragao da parede do esporangio (membrana 
peridial). Nao ha formagao de colarete, apos a disso- 
lugao da parede. Esse genero e diferenciado do Mucor 
pela presenga de estoloes, rizoides e esporangioforos, 
usualmente nao ramificados, e da Absidia pela locali- 
zagao coincidente dos rizoides em relagao ao esporan¬ 
gioforo e pela forma do esporangio. 

■ Principals especies: R. arrhizus, R. microsporus, R. 
oryzae, R. stolonifer. 

Lichtheimia (Vuill, 1903) (Absidia vanTieghem, 1876). 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
atingindo a maturidade em 4 dias. A superficie e 
cinza, algodonosa e aspera. O micelio aereo cobre 
prontamente o agar e apresenta uma textura seme- 
lhante a “algodao doce”. O reverso e branco. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao hialinas, 
largas (6-15 pm), asseptadas (ou raramente septadas). 
A estrutura e semelhante a do Rhizopus spp., exceto 
pelo fato dos esporangioforos de Lichtheimia sp. se 
desenvolverem entre os rizoides nos estoloes e nao 
em oposi^ao a esses. Alem disso, os esporangioforos 
sao ramificados e maiores, e formam apofises logo 
abaixo da columela. A columela e semicircular com 
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uma pequena proje^ao no topo. Os esporangiosporos 
(20 a 120 fim) sao levemente piriformes ou esfericos. 
Quando a parede dos esporangios se dissolve, um pe- 
queno colarete frequentemente se mantem na ponta 
em que o esporangio se insere no esporangioforo. 

■ Principals especies: L. corymbifera (A. corymbifera) 
e L. ramosa. 

Mucor (Michaeli ex Sant-Amans, 1821). 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
alcangando a maturidade em 4 dias. Um micelio ae- 
reo exuberante e algodonoso e produzido, cobrindo 
a superficie do meio com crescimento semelhante a 
“algo dao doce” que, inicialmente, e branco e torna- 
-se cinza, subsequentemente. O reverso e branco. 

■ Morfologia microscopical as hifas sao hialinas, 
largas (6-15 jum) e praticamente nao septadas. Os 
esporangioforos sao longos, frequentemente ramifi- 
cados e dao origem a um esporangio globoso ter¬ 
minal, preenchido com esporangiosporos (60 a 300 
pm). A parede do esporangio se dissolve, liberando 
os esporos (4 a 7 pm) arredondados ou levemen¬ 
te oblongos e revelando a columela que, algumas 
vezes, produz um colarete na base de insergao do 
esporangioforo. Nao ha forma^ao de rizoides. 

■ Principals especies: M. circinelloides, M. hiemalis, 
M. indicus, M. ramossissimus. 

Rhizomucor (Lucet et Costantin) (Wehmer exVuillemin, 
1931). 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
atingindo a maturidade em 4 dias. Alguns membros 
do genero sao termofilos (50 °C-58 °C). A colo- 
nia e altamente algodonosa, com uma textura de 
“algodao doce”. Inicialmente, a coloragao e cinza, 
tornando-se marrom-escuro, com o tempo. O re¬ 
verso e branco. 

■ Morfologia microscopica: o fungo parece ser 
intermediario entre o Rhizopus e o Mucor. As hifas 
sao hialinas largas e asseptadas (ou raramente septa¬ 
das). Os esporangioforos sao marrons, ramificados, e 
se elevam de estoloes que estao fixados ao agar por 
rizoides pouco desenvolvidos, lembrando, as vezes, 
a forma de espinhos. Pequeno numero de rizoides 
sao encontrados nos estoloes. Os esporangios sao 
globosos, escuros e medem 40 a 100 pm ou mesmo 
150 pm. Os esporangioforos sao globosos a sub- 
globosos e pequenos (3 a 4 pm). A columela varia 
de globosa ou subglobosa a ligeiramente piriforme 
com ou sem apofise, que, se presente, e pequena. 

■ Principal especie: R. pussillus. 

Syncephalastrum (Shroter, 1886). 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
alcangando a maturidade em 3 dias. O crescimento 
aereo e exuberante e semelhante a “algodao doce”. 


Inicialmente, a coloragao e branca, tornando-se 
cinza-escuro ou quase negro. O reverso e branco. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao hialinas, 
largas (4-8 pm) sempre asseptadas (septos irregulares 
podem ser vistos em colonias “velhas”). Os espo¬ 
rangioforos sao pequenos, ramificados e tern uma 
extremidade dilatada, formando uma vesicula glo¬ 
bosa a ovoide. A partir dessas estruturas, esporangios 
(merosporangios) tubulares ou digitiformes (4-6 x 
9-60 pm), contendo uma unica fileira ou cadeia 
de esporangiosporos globosos, ovais ou cilindricos, 
sao formados. Rizoides sao, usualmente, produzidos. 
Esses organismos podem, inicialmente, lembrar o 
Aspergillus niger, mas um exame cuidadoso revela os 
esporangios tubulares e a ausencia de septos e de 
fialides. 

■ Principal especie: S. racemosum. 

Cunninghamella (Matruchot, 1903). 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente, 
alcangando a maturidade em 4 dias. A superficie e 
muito algodonosa, semelhante a “algodao doce”, 
sendo branca, no inicio, mas tornando-se cinza, 
posteriormente. 

■ Morfologia microscopica: as hifas sao hialinas, 
largas e asseptadas. Os esporangioforos sao longos, 
ramificados e terminam em vesicula dilatada (30 a 
65 pm). As vesiculas sao cobertas com espiculas ou 
denticulos que suportam um pequeno esporangio 
(esporangiolo) globoso a subgloboso (5 a 8 x 6 a 
14 pm), que contem um unico esporangiosporo 
unicelular, esferico a oval. A parede do esporangio e 
frequentemente ornamentada com espiculas. 

■ Principal especie: C. berthiolletiae. 

Conidiobolus coronatus (Costantin) (Batko, 1964). 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente a 
30 °C -37 °C, alcangando a maturidade em 5 dias. A 
colonia e plana, glabrosa, cerosa, de coloragao creme, 
amarela a cinza, tornando-se pulverulenta e coberta 
por pequenas hifas aereas brancas. Com o tempo, 
torna-se marrom-amarelada ou marrom escura. O 
reverso e branco. 

■ Morfologia microscopica: as hifas tern poucos 
septos, os esporoforos sao eretos, nao ramificados, 
medem de 12 a 18 x 60 a 90 pm e dao origem, 
em suas extremidades, a esporos unicelulares e 
multinucleados, e esfericos a piriformes. Os espo¬ 
ros primarios maduros (25 x 45 pm) sao expelidos 
violentamente dos esporoforos. Esses esporos apre- 
sentam uma proeminente papila basal com bordas 
arredondadas, que marca o ponto de ligagao com 
o esporoforo, e estao envoltos em uma substancia 
aderente. O esporo liberado pode formar um tubo 
germinativo e dar origem a um esporo secundario 
(replicativo), ou pode formar diversos pequenos 


782 


Parte 11 



Diagnostico Laboratorial das Infecgoes Fungicas 


filamentos que dao origem a esporos secundarios, 
que cobrem toda a superficie do esporo primario, 
formando uma “coroa de esporos”, e, ainda, podem 
produzir multiplos pequenos apendices ou vilosida- 
des que formam uma estrutura denominada “esporo 
viloso”. Clamidosporos podem ser produzidos por 
algumas cepas. Zigosporos sao raros. 

Basidiobolus ranarum (Eidam, 1887). 

■ Morfologia macroscopica: cresce rapidamente 
a 30 °C-37 °C, atingindo a maturidade em 5 dias. 
A superficie e delgada, plana, cerosa e de coloragao 
creme, amarela a cinza ou cinza-esverdeado, tornan- 
do-se elevada, com dobras e sulcos radiais, marrom- 
-acinzentado e coberta com pequenos tufos de 
micelio aereo branco. O reverso e branco. Algumas 
amostras tem“cheiro de terra”. 

■ Morfologia microscopical as hifas sao grandes (8 
a 20 pm), ocasionalmente septadas, mas que se tor- 
nam altamente septadas com a produgao de esporos. 
Apos 7 a 10 dias, a colonia torna-se desenvolvida 
com micelio abundante e zigosporos, clamidospo¬ 
ros, esporoforos e esporos assexuados sendo for- 
mados. Os zigosporos sao globosos (20 a 50 pm) e 
tern uma espessa parede lisa a ondulada, com um 
proeminente “bico” em um de seus lados. Os cla¬ 
midosporos, produzidos mais abundantemente em 
culturas antigas, tern de 20 x 24 pm de diametro. 
Os esporoforos apresentam uma dilatagao conica ou 
vesicula em sua extremidade (alargamento propul- 
sivo terminal), onde sao formados esporos globosos 
primarios unicelulares. Os esporos sao liberados 
violentamente para o exterior, levando junto um 
fragmento da porgao superior da dilata^ao conica 
ou vesicula. Esporos secundarios (replicativos) sao 
formados na extremidade de finos e longos filamen- 
tos (esporoforos), originados do esporo primario. 
Esses esporos sao alongados, apresentam-se em for¬ 
ma de “taco” com uma ponta delgada e estrutura 
globosa terminal, sendo envolvidos por substancia 
adesiva e liberados passivamente. 

■ Metodos nao culturais: O emprego de tomo- 
grafia computadorizada, ressonancia magnetica 
e angiografia e util para a localizagao das anor- 
malidades pulmonares, rinocerebrais ou vascula- 
res e planejamento cirurgico. Sorologia nao esta 
disponivel para uso clinico e o biomarcador pan- 
fungico 1-3-p-D-glucana nao pode ser aplicado 
porque essa substancia nao esta presente na rede 
celular dos Mucorales. A PCR e suas variagoes 
e a proteomica por MALDI-TOF MS tern sido 
promissoras para a identificagao de isolados de 
zigomicose. 


Diagnostico diferencial 

Devem ser considerados: Mucormicose: Aspergilose e 
pseudallescheriose cerebral e/ou pulmonar, pneumonia por 
Pseudomonas aeruginosa , sinusite bacteriana e celulite orbital 
bacteriana. Basidobolomicose: Sarcoma de tecidos moles, mice- 
toma, helmintoses, celulite bacteriana e paniculite fibrosante. 
Conidiobolomicose: Carcinoma de seios maxilares, granuloma- 
tose de Wegener, paracoccidioidomicose, tuberculose, leish- 
maniose e oncocercose. 

Prognostico e tratamento 

O prognostico e reservado a ruim, dependendo da pato- 
logia de base e/ou da efetividade da quimioterapia antifungi- 
ca, bem como da terapia do processo primario e de suporte. 
O tratamento apropriado melhora o prognostico e eleva as 
taxas de sobrevivencia. O tratamento da mucormicose con- 
siste de intervengao cirurgica para desbridamento de massas 
subcutaneas, material necrotico e outros tecidos infectados, 
terapia antifungica com altas doses de anfotericina B e suas 
prepara^oes tradicional, lipossomal e lipidicas, azoles (ceto- 
conazol, fluconazol, itraconazol e posaconazol), terapia com 
oxigenio hiperbarico, que melhora a capacidade oxidativa 
dos neutrofilos e inibe diretamente o crescimento fungico, 
controle da acidose metabolica e suspensao da terapia com 
deferoxamina e corticosteroides. Resultados favoraveis com a 
aplica^ao topica e oral de substancias a base de iodo tern sido 
relatados.As equiocandinas/pneumocandinas (caspofungina) 
e os derivados azolicos (ravuconazol e voriconazol) nao sao 
efetivos frente aos membros da ordem Mucorales. A basidio- 
bolomicose e a conidiobolomicose podem ser tratadas com 
solugao saturada de iodeto de potassio, sulfametoxazol com 
trimetoprima, cetoconazol, cotrimaxazol, fluconazol, itraco¬ 
nazol, anfotericina B e suas formulagoes, e cirurgia. 

■ OUTRAS INFECgOES FUNGICAS 
Basidiomicose 

O Filo Basidiomycota contem fungos extremamente co- 
muns na natureza, sendo a maioria encontrada como sapro- 
bio de solo ou associado a micorrizas.Em termos de infec^ao, 
os Basidiomycota sao capazes de produzir doen^a em vegetais 
e, em decorrencia disso, sao considerados importantes fito- 
patogenos, todavia, sao incomuns causando micoses em ani- 
mais e seres humanos. Classicamente, esses organismos sao 
filamentosos, mas ha fungos leveduriformes ou fungos que 
contem um estado leveduriforme em seu ciclo vital. As hifas 
sao septadas, hialinas e ramificadas com grampos de conexao, 
originando um micelio dicariotico. Os Basidiomycota tern 
reprodugao sexuada, produzindo basidias e basidiosporos, e 
assexuada, formando conidios ou blastosporos. Com relagao 
a patologia humana, esse grupo e mais reconhecido como 
agente de micetismo, tendo em vista apresentar toxinas en- 
dogenas, que sao elementos plasticos ou constitutivos, e que, 
quando ingeridos, produzem quadros de intoxica^ao grave. 
Algumas vezes, os Basidiomycota podem desencadear crises 
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alergicas em individuos hipersensiveis aos seus antigenos. Os 
relatos de infecgao humana incluem, com mais frequencia, a 
Filobasidiella sp. que e a fase sexuada de Cryptococcus sp. Outros 
generos de Basidiomycota isolados de casos de doenga sao o 
Coprinus sp., Schizophyllum sp. e Ustilago sp. As principals ma- 
nifestagoes clinicas observadas incluem endocardites, menin- 
goencefalites, ulceragoes no palato, sinusites, endoftalmites, 
fungemias, onicomicoses e lesoes cutaneas. 

Geotricose 

A geotricose e uma infecgao causada por fungos dos ge¬ 
neros Geotrichum e Saprochaete. A enfermidade acomete pul¬ 
moes, trato intestinal, cavidade oral e pele. Ate recentemente, 
o unico agente infeccioso considerado era o Geotrichum sp., 
todavia, a partir de estudos moleculares, esse foi separado nos 
generos Geo trichum (Teleomorfo: Glactomyces e Dipodascus) e 
Saprochaete (Teleomorfo: Magnusiomyces) . Em termos Filoge- 
neticos, esses fungos se relacionam com o Filo Ascomycota e 
a Ordem Saccharomycetales, sendo, portanto, produtores de 
ascos com ascosporos em sua fase sexuada (teleomorfica). As 
especies mais prevalentes na clinica sao o Geotrichum candidum 
e a Saprochaete capitata (anteriormente Geotrichumcapitatum, 
Trichosporon capitatum ou Blastoschizomyces capitatus). Esses fun¬ 
gos sao cosmopolitas e ubiquitarios, podendo ser encontrados 
no solo, material vegetal, frutas citricas, legumes, leite, queijos, 
alem da microbiota da pele, mucosas e vias respiratorias dos 
hospedeiros. Esses fungos tern sido isolados de cavidade bu- 
cal, conduto auditivo externo, escarro, urina, fezes e secre^oes 
vaginais.Tem sido isolados tambem de ambientes hospitala- 
res, particularmente, em unidades de terapia intensiva, e sao 
capazes de colonizar e formar biofilmes em cateteres, sondas 
e proteses. Em decorrencia de seu comportamento ecoepi- 
demiologico, podem produzir infecgoes exogenas, a partir 
do meio ambiente, pela inalagao de elementos fungicos em 
suspensao no ar, e/ou endogenas, em fungao da microbiota, 
pela presenga das estruturas fungicas colonizantes nos tecidos. 
A geotricose acomete todas as faixas etarias, sendo mais pre- 
valente em adultos. Afeta homens e mulheres sem distingao, 
tendo o sexo feminino, no entanto, um ligeiro predominio. 
A enfermidade nao e considerada um problema ocupacional, 
todavia, profissionais de laticinios, sobretudo queijeiros, pare- 
cem estar mais expostos. A doenga tern distribuigao mundial, 
sendo encontrada na Europa (Franga, Italia e Espanha) e nas 
Americas. De maneira geral, esses fungos se comportam como 
oportunistas e, com frequencia, estao associados a condigoes 
de imunocomprometimento. Fatores predisponentes incluem 
o diabetes, linfomas, leucemias, HIV, tuberculose, corticote- 
rapia e citostaticos. As manifestagoes clinicas sao variadas, 
apresentando formas pulmonares, bronquiais, intestinais, orais, 
cutaneas, otica, disseminada e fungemias. A geotricose pulmo- 
nar envolve o parenquima do orgao e e semelhante a tubercu¬ 
lose ou mesmo secundaria a essa enfermidade, pois os fungos 
podem colonizar as cavidades que ficaram como sequelas da 
infec^ao bacteriana. O quadro clinico cursa com febre, taqui- 
cardia, tosse com expectoragao mucopurulenta e hemoptise. 


A radiografia de torax mostra, na parte superior dos pulmoes, 
infiltrados lisos e densos, uni ou bilaterais e cavitagoes. Nor- 
malmente, a doenga pulmonar e exogena e cronica, exibindo 
grande mal-estar geral. Pode ser, todavia, progressiva e fatal em 
individuos em corticoterapia. Uma apresentagao broncopul- 
monar pode estar presente. O fungo se desenvolve tambem 
na luz dos bronquios, produzindo, ainda, uma sintomatologia 
de asma grave. Alguns pacientes podem apresentar associada- 
mente sintomas gastrointestinais, urticaria cronica e rinite. A 
forma bronquial e endogena, o parenquima pulmonar nao e 
acometido e a sintomatologia se assemelha a uma bronquite. 
Os pacientes apresentam tosse cronica intensa e expectoragao 
mucoide ou gelatinosa pouco sanguinolenta. Na geotricose 
bronquial, ha ausencia de febre e o estado geral nao e com- 
prometido.As imagens radiograficas mostram engrossamento 
peribronquial difuso com areas opacas na base dos pulmoes. A 
broncoscopia revela a presenga de placas esbranquigadas com 
fundo avermelhado. A forma oral afeta a lingua, palato, gen- 
givas, bochechas, mucosa jugal, mucosa e comissura labial, e 
se caracteriza por placas eritematosas e pseudomembranosas, 
acompanhadas de ardor. A geotricose oral esta mais associada 
a diabetes, neoplasias hematologicas, linfomas e a antibioti- 
coterapia. Ulceras de carater progressivo no palato duro po¬ 
dem surgir em pacientes com leucemia aguda. A geotricose 
intestinal cursa com enterocolite, dor abdominal e diarreia, 
e esta normalmente relacionada com o HIV. A forma cuta¬ 
nea pode se apresentar mais superficial com lesoes nas regioes 
submamarias, intergluteas, interdigitais, axilares e inguinais de 
aspecto umido, eritematoso, descamativo, macerativo e pru- 
riginoso. Esses fungos podem acometer, ainda, as unhas dos 
quirodactilos que se tornam quebradigas, estriadas, descolora- 
das com onicolise e inflamagao periungueal. Lesoes profun- 
das tern sido descritas e exibem uma formagao nodular com 
aspecto tumoral e osteolise. Em geral, as lesoes tegumentares 
estao associadas a diabetes, patologias que levam ao imuno¬ 
comprometimento como leucemias, linfomas e HIV, alem 
de transplantes de medula ossea e quimioterapia antineopla- 
sica. A doenga otica e um processo endogeno que acomete 
o conduto auditivo externo, apresentando areas eritematosas, 
micropustulas, placas esbranquigadas, bem como hipoacusia 
e prurido otico. Infecgoes generalizadas e fungemias podem 
ocorrer por veiculagao por cateter ou disseminagao de outros 
focos, afetando varios tecidos e orgaos internos em pacientes 
neutropenicos e imunocomprometidos. Para o diagnostico la- 
boratorial, deve ser realizado, inicialmente, o exame direto da 
amostra clinica com KOH a 10% a 20%. Microscopicamen- 
te, podera ser visualizada a presenga de hifas hialinas septadas 
com artrosporos retangulares, que podem torna-se esfericos, 
tomando uma forma de levedura. A histopatologia pode ser 
realizada com o emprego de acido periodico de Schiff (PAS) 
e Gromori-Grocott (prata), que permitem a visualiza^ao dos 
filamentos hifalicos e os artrosporos. O isolamento de Geo¬ 
trichum sp. e Saprochaete sp. pode ser obtido em meios mi- 
cologicos usuais sem cicloheximida, como agar Sabouraud 
dextrosado (SDA), incubados a temperatura de 25 °C, por 2 a 
5 dias. As colonias exibem colora^ao branca e aspecto viloso, 
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pregueado e radiado, e textura umida. Como no exame direto 
da amostra clinica, o estudo micromorfologico da cultura com 
azul de algodao revela a presenga de hifas septadas, hialinas e 
ramificadas com artrosporos quadrilateros e em cadeia, que se 
tornam arredondados, lembrando celulas de levedura. Se essas 
celulas germinam, produzem outros artrosporos, mas nunca 
blastosporos. Aneloconidios podem estar tambem presentes. 
Esses fungos nao assimilam a glicose e galactose, nao desdo- 
bram a albumina, nao reduzem o tetrazolio, nao fermentam 
carboidratos e sao urease-negativos. Dependendo do sitio e da 
forma de infecgao, a geotricose deve ser diferenciada com tu- 
berculose, aspergilose, candidiase, criptococose, mucormicose, 
dermatofitoses, tricosporonose, malasseziose, sarcoidose, ame- 
biase e psoriase. A geotricose pode apresentar um prognostico 
bom a reservado e, nos casos de profundo imunocomprome- 
timento, ruim. Esses fungos sao sensiveis a itraconazol, vori- 
conazol, caspofungina, micafungina, nistatina e anfotericina B. 

lnfec<;ao por Rhodotorula spp. 

Rhodotorula spp. sao contaminantes comuns de labora- 
torio que, normalmente, produzem uma infecgao oportu- 
nista em pacientes imunocomprometidos (linfoma, leucemia 
e transplantados), com uma taxa de mortalidade em torno 
de 20%. Essa levedura produz, tipicamente, uma coloragao 
alaranjada em suas colonias devido a presen^a de pigmentos 
carotenoides. Alem de alaranjadas, as colonias sao lisas ou ru- 
gosas, brilhantes e mucoides.As celulas de leveduras sao ovoi- 
des (2 a 7 /mi), unibrotantes, podem produzir pseudomicelio 
rudimentar e uma capsula quase vestigial. Esse fungo nao 
fermenta a glicose, mas hidrolisam ureia e, a 25 °C, crescem 
em 2-3 dias em meios de rotina como agar Sabouraud dex- 
trosado sem cicloheximida. Existem mais de 30 especies de 
Rhodotorula, todavia, as tres que apresentam importancia cli¬ 
nica sao a Rhodotorula mucilaginosa (Rhodotorula rubra), com 
taxa de 75% a 80%, Rhodotorula glutinis, com percentuais de 
15%, e Rhodotorula minuta, de ocorrencia mais esporadica. A 
identificagao das especies e feita por padrao bioquimico de 
carboidratos. Filogeneticamente, estao associadas com os Ba- 
sidiomycota. Rhodotorula glutinis e a unica especie com estado 
teleomorfo conhecido, denominado Rhodosporidium diobo- 
vatum. A levedura e de distribui^ao universal, sendo isolada 
de ambientes umidos (solo e agua) e humanizados (hospi¬ 
tals), alimentos (queijos e produtos lacteos), pele e muco¬ 
sa dos animais e seres humanos. Nao existe predominio de 
sexo, raga e idade, mas idosos sao mais susceptiveis. Apesar 
de colonizar pele, vias aereas, tubo digestivo e vias urinarias, 
podem tambem produzir infec^oes disseminadas em pacien¬ 
tes hospitalizados, afetando pulmoes, rins e sistema nervoso 
central. Nao existe predominio de idade e sexo. Rhodotorula 
spp. sao principalmente veiculadas por cateteres intraveno- 
sos de longa duragao, sondas permanentes e outros disposi- 
tivos medicos como proteses valvulares ou cateter de dialise 
peritoneal. Pode haver surtos pseudoepidemicos por conta- 
mina^ao de fibrobroncoscopios. As principals manifestagoes 
clinicas incluem fungemias, endocardites, meningites, peri- 


tonites, nefrites e infec^oes oculares (queratite, endoftalmite, 
dacriocistite). O diagnostico pode ser procedido utilizando- 
-se exame microscopico direto da amostra clinica e/ou co- 
loragoes histopatologicas. Consecutivamente, emprega-se o 
agar Sabouraud dextrosado (SDA) ou o agar batata dextrosa- 
do (BDA) e provas de assimilagao de carboidratos. A enfer- 
midade tern um prognostico reservado a ruim, condicionado 
ao status de saude dos hospedeiros. Normalmente, ha uma 
boa resposta ao voriconazol e a anfotericina B. Esses fungos 
sao intrinsecamente resistentes ao fluconazol e exibem baixa 
susceptibilidade as equinocandinas/pneumocandinas. 

Sacaromicetose (infec<;ao por 
Saccharomyces spp.) 

As infec^oes produzidas por Saccharomyces spp. sao tipica¬ 
mente oportunistas, estando, em geral, associadas a pacientes 
com neoplasias hematologicas (leucemia e lifomas), trans¬ 
plantados e HIV-SIDA. A levedura tern ampla distribui^ao na 
natureza, sendo encontrada em solos, vegetais e frutas. Alem 
disso, pode ser encontrada como membro da microbiota de 
trato gastrointestinal, respiratorio e genital. A principal espe¬ 
cie envolvida nos casos de infecgao e o Saccharomyces cerevisiae 
var. boulardii. O fungo pode ser veiculado para o tecido dos 
hospedeiros atraves de cateter venoso central, dialise perito¬ 
neal ou cirurgia. A transloca^ao da mucosa intestinal para a 
corrente sanguinea tern sido proposta como uma outra forma 
da levedura atingir areas profundas, passando de um estado 
comensal a um estado expoliativo. Clinicamente, pode pro¬ 
duzir lesoes semelhantes aquelas observadas em candidiase, 
como pneumonias, abscessos hepaticos, estomatites, endo¬ 
cardites, peritonites, uretrites, vaginites, diarreias, fungemias 
e biofilmes. Tern sido relatada uma taxa de mortalidade de 
cerca de 30%. O uso de probioticos contendo a variedade 
boulardii tern sido relacionado a fungemias em individuos que 
fizeram uso dessas substancias, como prevengao de diarreia 
por Clostridium difficile. O diagnostico micologico e realizado 
com certa facilidade. No exame direto ou a partir de colora- 
goes histopatologicas, como acido periodico de Schiff (PAS) 
ou Gromori-Grocott (prata), e possivel observar celulas de le¬ 
vedura de 4-8 pm de diametro. Para o isolamento, podem ser 
empregados os meios de cultura de rotina como o agar Sa¬ 
bouraud dextrosado (SDA). Apos 24-48 °C, surgem colonias 
mucoides, brilhantes, umidas e de Colorado esbranquigada. 
Microscopicamente, se visualizam celulas leveduriformes 
ovoides, monogemulantes ou multibrotantes e pseudohifas 
(pequenas e rudimentares). Em agarV8, e possivel se obter 
a forma sexuada com ascos contendo 4 ascosporos alcool- 
-acido resistentes (coloragao Kufferat).A identificagao defmi- 
tiva e dada por seu perfil de assimila^ao de carboidratos. Em 
Chromagar -Candida, possui colora^ao violeta semelhante a 
Candida glabrata. O fungo tern prognostico reservado a ruim 
para as formas sistemicas e invasivas. Saccharomyces spp. sao 
sensiveis ao fluconazol, itraconazol, nistatina e anfotericina B. 
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Taiaromicose (infecgao por Talaromyces 
marneffei) 

Taiaromicose e uma enfermidade que acomete o sistema 
ret/culo endotelial e seus orgaos, tais como a medula ossea, 
ganglios, placas de Peyer, figado e bago. Alem disso, o sistema 
nervoso central, pulmoes, rins coragao, trato gastrointestinal 
e pancreas tambem podem ser afetados. O agente etiologico 
e Talaromyces marneffei (anamorfo Penicillium marneffei ), um 
fungo dimorfico produtor de ascos com ascosporos, que se 
relaciona filogeneticamente com o subgenero Biverticillium 
e com as outras especies teleomorficas de Talaromyces. Esse 
organismo tern sido isolado de ratos do bambu e de solo, 
que parecem ser suas fontes naturais, de regioes endemicas do 
sudeste asiatico como Tailandia, Maniput, India, sul da China, 
Hong Kong, Taiwan,Vietna, Laos, Camboja, Filipinas, Myan¬ 
mar, Malasia, Singapura, Indonesia e Japao. Em areas nao en¬ 
demicas, tern sido relatado nos Estados Unidos, Argentina, 
Holanda, Italia, Franga, Inglaterra, Gana e Australia. As portas 
de entrada sao a inala^ao, traumatismo e ingestao ou dissemi- 
nagao enterica apos o consumo de ratos do bambu. O contato 
com as fezes, secregoes e material contaminado desses roedo- 
res e outra forma de contagio. Periodos chuvosos, igualmente, 
parecem propiciar a infec^ao, pela maior exposi^ao com solos 
umidos,lama e lodo contaminados. A doenga acomete ambos 
os sexos, com prevalencia em homens (7:1), e todas as faixas 
etarias, variando de 4 meses a 72 anos, com media de idade 
de 35 anos. Nao tern sido observada incidencia especifica 
em etnias ou atividades profissionais particulares, contudo, ha 
relatos de exposi^ao ocupacional de profissionais de labora- 
torio clinico a fase filamentosa do T. marneffei. A taiaromicose 
tern uma ocorrencia esporadica em pacientes imunocom- 
petentes, sendo, todavia, mais prevalente em pacientes imu- 
nocomprometidos, que apresentam como patologias de base 
a Aids com baixa contagem de CD4+ (50 a 100 celulas/ 
mm 3 ), considerada o principal fator predisponente, linfoma, 
anemia hemolitica, neoplasias pulmonares, fibrose cistica, lu¬ 
pus eritematoso sistemico, transplantados e corticoterapia. As 
manifestagoes clinicas mais comuns sao febre, astenia, anore¬ 
xia, fadiga, perda de peso, linfoadenopatias perifericas e me- 
sentericas, hepatoesplenomegalia, cefaleia e tosse persistente 
(pneumonia), bem como diarreia, anemia, leucocitose ou 
leucopenia, trombocitopenia e lesoes cutaneas com nodulos, 
gomas, abscessos, ulceras (nao genitais), pustulas e papulas em 
varios sitios como face, pescogo e tronco. Ha edemas e artri- 
tes nas articulates coxofemoral e temporomandibular, ossos 
longos, cranio, vertebras e escapula. Alem dessas alteragoes, os 
pacientes com HIV exibem ainda lesoes na mucosa do pala- 
to, boca e laringe, lesoes cutaneas e subcutaneas acneiformes, 
moluscoides e necroticas, e ulceras genitais. A ocorrencia da 
doen^a nas areas endemicas pode ser devido a uma infec^ao 
primaria ou a reativagao de focos latentes. De maneira geral, 
a apresenta^ao clinica da taiaromicose se assemelha a histo- 
plasmose disseminada subaguda. O diagnostico laboratorial e 
realizado a partir da histopatologia, ja que o exame direto a 
fresco e de pouca utilidade. As colora^oes de Giemsa, Wri¬ 


ght, hematoxilina e eosina (HE), e acido periodico de Schiff 
(PAS) permitem observar, no interior das celulas, elementos 
leveduriformes (2 a 4,5 jam), de aspecto arredondado, com 
um septo central tipico. No tecido, essas estruturas sao seme- 
lhantes ao Histoplasma capsulatum, Leishmania sp. e Toxoplasma 
sp. O T. marneffei cresce facilmente nos meios micologicos 
usuais sem cicloheximida, como o agar Sabouraud dextrosa- 
do, em temperatura de 25 °C. Em dois ou tres dias, surge uma 
colonia de textura granular, inicialmente esbranquigada e, 
posteriormente, verde-amarelada ou verde-escuro ou, ainda, 
cinza-azulada ou cinza-esbranquigada, com reverso de Colo¬ 
rado avermelhada ou marrom-escuro. Pode haver, tambem, a 
produ^ao de um pigmento difusivel de Colorado avermelha¬ 
da especialmente em agar batata dextrosado (BDA). O fungo 
se reproduz caracteristicamente como um Penicillim sp. com 
hifas septadas, hialinas e ramificadas, conidioforos ramifica- 
dos com ramos e metulas e fialides com conidios globosos, 
lisos ou rugosos em cadeia. Na temperatura de 37 °C, em 
meio agar infusao de cerebro-coragao (BHIA), as colonias 
sao leveduriformes, cremosas, rugosas ou pregueadas e com 
Colorado que varia de branco acinzentado a branco rosado 
e pigmento vermelho escuro pouco difusivel. A morfologia 
microscopica e composta por celulas de levedura ovaladas ou 
elipsoides, com um septo central, que se reproduzem apenas 
por divisao binaria. O diagnostico da doenga pode ser, ainda, 
realizado por sorologia para anticorpos, utilizando tecnicas 
convencionais como imunofluorescencia e Western Blot , ou 
pela biologia molecular, empregando a PCR e suas varia¬ 
tes. A detecdo he antigenos, como as galactomananas na 
urina, pode ser auxiliar no diagnostico da forma disseminada. 
A taiaromicose deve ser diferenciada de histoplasmose, crip- 
tococcose, esporotricose, pneumocistose, prototecose, leish- 
maniose, toxoplasmose, tuberculose e outras infec^oes por 
Micobacterium e sarcoma de Kaposi. O prognostico da doen- 
ga e reservado a ruim, dependendo do tipo de infecgao, se 
cutanea ou disseminada, e do status imune do paciente. O 
T. marneffei e sensivel a maioria das drogas antifungicas de 
uso clinico, podendo, por isso, ser empregado o itraconazol, 
voriconazol, posaconazol, micafungina e anfotericina B. 

Queratomicose e otomicose 

A queratomicose e a infec^ao ocular causada pela inva- 
sao fungica no estroma da cornea. Normalmente, e de curso 
subagudo e estao presentes inflamagao e ulcera de cornea. 
Os agentes etiologicos envolvidos sao fungos oportunistas, 
incluindo Acremonium sp.,Alternaria sp., Aspergillus sp., Bipola- 
ris sp., Candida sp., Cladodosprium sp., Curvularia sp., Fusarium 
sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., Scedosporium 
sp. e Scopulariopsis sp. No entanto, Fusarium solani tern sido o 
agente mais isolado dos casos de queratite micotica. Apesar 
das especies fungicas que causam infecgoes na cornea serem 
extremamente diversas, tendo em vista existirem mais de 60 
especies relatadas, as manifestagoes clinicas observadas sao in- 
distinguiveis entre elas. Os fungos envolvidos nesses processos 
sao amplamente distribuidos na natureza, estando presentes 
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no ar, agua, solo e vegetais. A porta de entrada mais comum e 
o traumatismo e o uso continuado de antimicrobianos e este- 
roides. Uma forma de aquisigao frequente de infec^ao e o uso 
de lentes de contato e/ou de solu^oes de limpeza de lentes 
contaminadas. Essa micose e cosmopolita, sendo encontrada 
em todos os paises do mundo, no entanto, e mais comum na- 
queles em desenvolvimento. Os adultos sao mais acometidos 
e os individuos de areas rurais ou com atividades agricolas sao 
os mais predispostos. O periodo de incubagao varia de uma 
a duas semanas apos o traumatismo. Indubitavelmente, lesoes 
traumaticas por corpos vulnerantes de natureza vegetal sao os 
principals fatores facilitadores de infecgao, todavia, cirurgias 
oculares, como as de catarata e transplantes de cornea, tern 
sido relatadas. Com a implanta^ao traumatica do fungo na 
cornea, ocorre um grande processo inflamatorio, fotofobia, 
dor, ardor, perda da acuidade visual, eritema conjuntival, au- 
mento da vascularizagao, formagao de pregas na membrana 
de Descemet e hipopio (pus na camara anterior do olho). 
Consecutivamente, ha a formagao de uma ulcera irregular, 
com frequencia em posigao central, contudo, pode ser para¬ 
central ou periferica, de coloragao esbranquigada a amarelada 
ou, ainda, acinzentada, de bordos elevados, que aumenta em 
extensao e profundidade. A ulcera pode ser, excepcionalmen- 
te, pigmentada por conta de infecgoes por fungos demaceos. 
Quando o processo e cronico, ocorrem lesoes satelites, neu- 
rovascularizagao, hipopio, opacidade corneal, perfuragao da 
ulcera, endoftalmite e cegueira. Em pacientes imunocompro- 
metidos, pode haver disseminagao e invasao cerebral. Outras 
lesoes oculares associadas sao infec^ao de palpebras (blefarite 
micotica), infec^ao do sistema lacrimal, infecgao de conjunti- 
va, infec^ao de esclera, infecgao de uvea, infecgao intraocular 
(endoftalmite e coriorretinite) e infecgao do nervo optico. O 
material clinico deve ser coletado com o paciente acordado e 
com o olho anestesiado. A coleta deve ser procedi da na base e 
no bordo da ulcera com um bisturi oftalmologico ou espatu- 
la de Kimura esteril. O material deve ser coletado em dupli- 
cata, para procedimentos de exame direto e cultura. Todavia, 
nao sendo possivel duas amostras, coleta-se apenas uma para 
se proceder o isolamento fungico em cultura. O exame dire¬ 
to com KOH 10% a 20% puro ou com tinta Parker permite 
a observagao de hifas septadas, hialinas ou demaceas e ramifi- 
cadas e conidios ou, entao, celulas de levedura, blastosporos e 
pseudohifas. Coloragoes histopatologicas podem ser procedi- 
das com acido periodico de Schiff (PAS), Gromori-Grocott 
(prata), Giemsa e Gram. Branco de calcofluor pode ser tam- 
bem empregado. De forma geral, essas provas tern baixa sen- 
sibilidade e especificidade, exibindo percentuais de ate 70%, 
o que pode levar a resultados falso-negativos. O isolamento 
fungico pode ser procedido em meios de rotina micologica 
como o agar Sabouraud dextrosado (SDA), agar batata dex- 
trosado (BDA), agar sangue e agar infusao de cerebro-coragao 
(BHIA), com antibioticos, mas sem cicloheximida, a 25 °C 
-37 °C, por 24-48 horas, para os fungos leveduriformes, e, 
por 10 a 15 dias, para os filamentosos. A cultura e positiva em 
percentuais de ate 94%. Provas moleculares, utilizando PCR 
e suas variagoes, podem ser uteis. O diagnostico diferencial 


deve ser procedido com queratomicoses bacterianas e virais, 
ulceras por corpo estranho, ulceras secundarias a paralisia fa¬ 
cial, ulceras serpiginosas, ulcera de Mooren e queratite den- 
dritica. O prognostico das queratites micoticas pode ser ruim, 
em decorrencia de complicates ligadas ao diabetes descom- 
pensado em cetoacidose ou imunocomprometimentos por 
diversas causas, e pela pouca penetra^ao das drogas no sitio 
infeccioso. Os agentes dessa condigao clinica sao sensiveis a 
natamicina, pimaricina e sulfadiazina, aos derivados azolicos 
(miconazol, clotrimazol, econazol, cetoconazol, fluconazol, 
itraconazol e voriconazol), aos derivados da equinocandinas/ 
pneumocandina (caspofungina) e aos derivados polienicos 
(anfotericina B). 

A otomicose, por sua vez, e uma micose superficial 
determinada por fungos oportunistas, com frequencia, do 
genero Aspergillus. Mem do Aspergillus, tern sido relatado ou- 
tros fungos contaminantes que existem na natureza como sa- 
probios de solo e vegetais ou como comensais do conduto 
auditivo externo, tais como o Acremonium sp., Candida sp., 
Epidermophyton floccosum, Fusarium sp., Geotrichum sp., Mucor 
sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., Scedosporium sp., Scopulariop- 
sis sp., Trichophyton sp. e Trichosporon sp. A enfermidade afeta 
quase exclusivamente o conduto auditivo externo e tern uma 
evolu^ao cronica a subaguda. A doenga e cosmopolita, mas 
prevalente em regioes quentes e umidas. A otomicose ocorre 
em pessoas de qualquer idade, raga e sexo. Ha relatos de que 
adultos j ovens e de meia idade e mulheres sao os mais aco¬ 
metidos. Em termos ocupacionais, nadadores, mergulhadores 
e salva-vidas sao as profissoes mais afetadas. O uso excessivo 
de antimicrobianos e corticosteroides topicos, a utilizagao 
frequente de cotonetes, cirurgias otorrinolaringologicas 
e pacientes com diabetes, leucemia e linfomas predispoem 
ao desenvolvimento da infec^ao. As manifestagoes clinicas 
frequentemente relatadas incluem inflamagao, descamagao, 
dor (otalgia), prurido, ardor, sensagao de queimagao, sensagao 
de corpo estranho, eritema e edema. Otorreia e raramente 
informada. Alem disso, se observa a presenga de massas 
esbranquigadas a acinzentadas que levam a hipoacusia. A 
otomicose pode ser uni ou bilateral e, conforme com o status 
imunologico dos pacientes, pode disseminar para outras are¬ 
as adjacentes. Excepcionalmente, os fungos podem acome- 
ter o pavilhao auricular ou produzir perfura^ao de timpano 
ou mesmo causar infec^ao do osso temporal, otomastoidites 
e meningoencefalites. A destruigao da membrana timpani- 
ca pode levar a surdez defmitiva. A utilizagao de otoscopios 
permite a visualiza^ao de cerume, concregoes claras com as- 
pecto aveludado, feltroso ou pulverulenta, com zonas punti- 
formes mais escuras de coloragao acinzentada, marrom, verde 
ou negra. Tampoes de textura algodonosa ou membranosa 
podem estar presentes. As amostras podem ser coletadas do 
conduto auditivo externo com espatula ou com um swab e 
devem ser obtidas em duplicata, para exame microscopico e 
cultura em meios solidos. O exame direto pode ser realizado 
com KOH 10% a 20% e colora^oes histopatologicas com 
acido periodico de Schiff (PAS) e Gromori-Grocott (prata). 
Nessas provas, se observam hifas septadas, hialinas ou dema- 
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ceas, ramificadas, conidios e, sendo o Aspergillus sp., e possivel 
observar, claramente, as cabe^as aspergilares. A cultura para 
fungos e procedida nos meios micologicos de rotina, como 
o agar Sabouraud dextrosado (SDA), agar batata dextrosado 
(BDA) e agar Czapek-Dox; contudo, em todos os meios, a 
cicloheximida nao deve ser adicionada. As amostras clinicas 
devem ser incubadas a temperatura de 25 °C, por tres a cinco 
dias, ou ate duas semanas. A biologia molecular pode ser em- 
pregada, mas provas imunologicas ou sorologicas nao estao, 
ainda, padronizadas. De acordo com a literatura, Aspergillus 
sp. tern taxas de incidencia de 80% e Candida sp. de 15%. O 
diagnostico diferencial deve ser realizado frente a otite bacte- 
riana, dermatite seborreica, impetigo, dermatite por contato, 
furunculose e meningite tuberculosa. As tineas da cabe^a e 
pescogo podem se estender ate o pavilhao auricular, simu- 
lando uma otite. O prognostico e bom, mas a enfermidade 
e cronica e recorrencias sao comuns. Os fungos sao sensiveis 
a tolciclato, clotrimazol, miconazol, isoconazol, bifoconazol, 
cetoconazol, itraconazol, fluconazol, ciclopiroxolamina, nis- 
tatina e anfotericina B. 

■ DROGAS ANTIFUNGICAS E PROVAS DE 
SUSCEPTIBILIDADE 

Os antifungicos sao drogas que agem de diferentes 
formas contra os fungos produtores de infec^oes superfi¬ 
cial, subcutaneas e invasivas, quer sejam como patogenos 
primarios ou oportunistas. Essas substancias sao divididas 
de acordo com a sua composi^ao quimica, mecanismos de 
a^ao, espectro de a^ao e tipo de infec^ao para os quais sao 
dirigidos. O tratamento das micoses, por sua vez, se baseia 
em multiplos criterios, incluindo aqueles clinicos, microbio- 
logicos e farmacologicos, sendo o estado imunologico dos 
pacientes, o tipo de infecgao e as caracteristicas farmacolo- 
gicas dos antifungicos os mais relevantes para a tomada de 
decisao terapeutica. Importa mencionar, contudo, que os 
agentes antifungicos podem ser utilizados de quatro maneiras 
fundamentais: profilatica, preemptiva/preventiva, empirica e 
defmitiva (curativa ou terapeutica). O uso profilatico e aquele 
que tern como objetivo prevenir uma infec^ao em paciente 
de alto risco. Nesse grupo, estao os transplantados de orgaos e 
medula ossea e os individuos imunocomprometidos de toda 
ordem. O uso preemptivo e proposto para aqueles pacientes 
que tern um diagnostico laboratorial positivo para infec^ao 
fungica, mas ainda nao apresentam sintomas clinicos. Para es¬ 
ses, normalmente, os metodos de diagnostico empregados sao 
aqueles nao culturais, como a biologia molecular, sorologia e 
imagem. O uso empirico dos antifungicos esta estabelecido 
para aqueles pacientes que tern sinais e sintomas de infec- 
gao fungica, todavia, nao tern confirmagao laboratorial. Nesta 
categoria, estao aqueles individuos que apresentam febre e 
neutropenia ou que nao respondem a antibioticoterapia. A 
terapia defmitiva e aquela baseada no diagnostico clinico- 
-laboratorial de infec^ao, ou seja, utilizada para aqueles que 
tern uma infec^ao fungica provada. 


Importa mencionar que os fatores que influenciam a 
decisao terapeutica incluem: o correto diagnostico fungi- 
co, combinagao da droga de escolha, regime de tratamen¬ 
to, agente causal e sindrome clinica, controle ou corre^ao da 
medicagao de base ou condi^ao de imunocomprometimen- 
to, conhecimento do potencial de interagao da droga e sua 
farmacocinetica e dos efeitos adversos, prevengao de reagoes 
alergicas, instituigao da terapia de manutengao apos a terapia 
primaria e o acompanhamento de recaidas depois do trata¬ 
mento. Como sintese, o sucesso do tratamento antifungico 
esta baseado, de fato, no rapido diagnostico e no estado imu¬ 
nologico dos pacientes. 

Diversas drogas estao, atualmente, disponiveis para trata¬ 
mento das infecgoes fungicas, no entanto, compostos capazes de 
eliminar, seletivamente, os agentes fungicos do organismo hu- 
mano, com o minimo de toxicidade, sao, ainda, em pequeno 
numero. Os antifungicos mais utilizados agrupam-se em tres 
grandes familias: azolicos, polienicos e candinas. Os azolicos sao 
o grupo mais extenso e se dividem em derivados imidazolicos 
e triazolicos. Outros farmacos de uso clinico sao a 5-fluorocito- 
sina, griseofulvina, terbinafma, amorolfma e ciclopiroxolamina. 

Mecanismo de a<;ao das drogas antifungicas 
Amorolfma 

Os derivados demetilados das morfolinas sao substancias 
sinteticas de uso topico, que apresentam acao fungistatica, mas 
que, em altas concentragoes, podem ser fungicidas. Esses com¬ 
postos inibem a biossintese do ergosterol por agirem de for¬ 
ma nao competitiva e reversivel sobre a enzima D-14-redutase 
(. ERG24 ), gerando acumulo de ignosterol, e sobre a enzima 
D-7-8 isomerase (. ERG2 ), que converte o fecosterol em episte- 
rol. Isso leva a formacao de membranas celulares defeituosas com 
alteracoes importantes na permeabilidade. A amorolfma atua 
frente as principals especies de dermatofitos e Candida. E usado, 
preferencialmente, para tratamento das onicomicoses. Nao tern 
boa agao sobre Mucorales, Aspergillus sp. e Fusarium spp. 

Azoles 

Os derivados azolicos sao compostos sinteticos heteroci- 
clicos que tern em comum um anel azolico contendo nitro- 
genio. Essas substancias podem ser divididas em imidazolicos 
e triazolicos com base no numero de nitrogenios encontra- 
dos no nucleo azolico. Desse modo, serao classificados como 
derivados imidazolicos aqueles que apresentam dois nitroge¬ 
nios em seu anel azolico e como derivados triazolicos os que 
apresentam tres nitrogenios. Essa diferenga estrutural resulta 
em diferentes afmidades de ligagao dos azolicos ao sistema 
enzimatico alvo. Na celula fungica, agem bloqueando a en¬ 
zima 14-a-demetilase, dependente do citocromo P450 das 
mitocondrias, que e codificada pelo gene erg 11. A 14-a-de- 
metilase catalisa a demetilagao do lanosterol em ergosterol, 
que e necessario para a sintese de novas membranas citoplas- 
maticas. Nao havendo insumo de ergosterol, a celula fungica 
nao se replica. O acumulo de lanosterol parece ser tambem 
toxico para a propria celula, pois altera a disposigao dos fosfo- 
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lipidios e a permeabilidade celular, bem como interfere com a 
fun^ao de enzimas como ATPase, transportadoras de eletrons, 
citocromo-oxidase, peroxidase e catalase, levando a formagao 
de radicas livres deleterios como peroxidos e superoxidos. 
Diante desses mecanismos de agao, essas substancias sao con- 
sideradas, tipicamente, fungistatic as, no entanto, para alguns 
fungos, tern se mostrado fungicida (Aspergillus sp.). Os deri- 
vados azolicos sao substancias que tern amplo espectro, atuan- 
do sobre fungos filamentosos, leveduriformes e dimorficos, 
bacterias, protozoarios e helmintos, alem de demonstrarem 
agao imunoestimulante. Na realidade, os azolicos sao a maior 
familia de antifungicos disponiveis para uso clinico, conside- 
rados drogas de primeira linha para o tratamento de infecgoes 
superficiais e invasivas. Dependendo do tipo de doenga fun- 
gica, essas substancias podem ser empregadas por via topica, 
oral e parenteral. Classicamente, os derivados imidazolicos 
sao utilizados de forma topica no manejo e controle de in- 
fecgoes superficiais. Para tanto, os imidazolicos contam com 
um grande numero de drogas, as quais incluem o clotrima- 
zol, econazol, miconazol, bifonazol, tioconazol, sertaconazol, 
eberconazol, fenticonazol, isoconazol, oxiconazol, sulconazol, 
butoconazol, luliconazol, omoconazol e cetoconazol. O mi¬ 
conazol e o cetoconazol, todavia, apresentam tambem prepa- 
ra^oes orais, o que estende seus espectros de a^ao as infec^oes 
invasivas. Os derivados triazolicos, por sua vez, tern prepon- 
derantemente aplicagao sistemica, sendo empregados no tra¬ 
tamento de infec^oes invasivas graves que acometem tanto 
os pacientes imunocompetentes quanto os imunocompro- 
metidos. Atualmente, entre os triazolicos disponiveis, tem-se 
os de uso tradicional, como o fluconazol e itraconazol, alem 
dos triazolicos de segunda geragao que compreendem o vo- 
riconazol, posaconazol, ravuconazol, albaconazol, terconazol, 
pramiconazol, efmaconazol e isavuconazol. Com exce^ao do 
efmaconazol e terconazol, que sao exclusivamente topicos, os 
demais sao de uso sistemico, podendo ser administrados por 
via oral e/ou parenteral. 

Candinas 

As candinas sao uma familia de antifungicos lipopeptidi- 
cos naturais ou semissinteticos, obtidos de diversos fungos e 
actinomicetos, cujo mecanismo de a^ao e no nivel da parede 
celular e nao no nivel da membrana citoplasmatica, como 
ocorre com os derivados azolicos e polienicos, conferindo, 
por tanto, menor toxicidade, tendo em vista nao existir essa 
estrutura nas celulas do hospedeiro humano. Na realidade, 
as candinas geram hepatotoxicidade e nefrotoxicidade mi- 
nimas. Essas substancias tern sito utilizadas para o tratamento 
de infecgoes fungicas superficiais e, principalmente, sistemi- 
cas, estando disponivel apenas para aplicagao endovenosa. 
Todos os antifungicos desse grupo agem inibindo de forma 
nao competitiva a sintese da 1,3-p-D-glucana, que e um dos 
componentes da parede celular fungica, o que resulta em ins- 
tabilidade osmotica,impedindo seu crescimento e reprodugao 
e levando a morte celular. Os dois grupos quimicos derivados 
das candinas sao as equinocandinas e a pneumocandinas. As 
equinocandinas compreendem a anidulafungina, isolada do 


fungo Aspergillus nidulans var. echinulatus, e a micafungina, ob- 
tida de Coleophoma empetri. As pneumocandinas, sintetizadas 
a partir do fungo marinho Glared lozoyensis (anteriormente 
Zalerion arboricola), incluem as pneumocandinas A e B e a 
caspofungina. A agao das candinas depende da concentragao 
da droga, sendo fungicida para Candida sp. e fungistatica para 
Aspergillus spp. Alem disso, demonstram moderada atividade 
frente ao Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis /Coccidioi- 
des posadasii, Blastomyces dermatitides , Pneumocystis jiroveci e suas 
formas cisticas, e diversos fungos demaceos. Aqueles fungos 
onde a 1,3-P-D-glucana esta ausente ou sua presen^a nao e 
relevante, tais como o Cryptococcus sp., Trichosporon sp., Rho- 
dotorula sp., Fusarium sp. e fungos da ordem Mucorales, apre¬ 
sentam susceptibilidade diminuida ou resistencia a a^ao dessas 
substancias. Os derivados das candinas (anidulafungina) sao 
ativos contra biofilmes,ja que a 1,3-p-D-glucana e essencial 
para a adesao fungica as superficies abioticas e celulares. 

Ciciopiroxoiamina 

As hidroxipiridonas sao compostos sinteticos topicos 
que exibem uma a^ao fungicida, por sua afmidade a cations 
trivalentes, como ferro e aluminio. Essas substancias sao consi- 
deradas bloqueadores do inicio das fases Gl/ S do ciclo celu¬ 
lar. Acredita-se que a ciciopiroxoiamina fixa-se em diferentes 
organelas, bloqueando o transporte de ions (potassio, fosfato) e 
aminoacidos nas membranas fungicas, o que diminui o aporte 
de substratos essenciais, levando a morte celular. De fato, age 
quelando ions, o que inibe enzimas fundamentais como os ci- 
tocromos e interfere com o transporte de eletrons dentro das 
mitocondriais, diminuindo as reservas energeticas, e, em altas 
concentragoes, inclusive, bloqueia a respiragao celular. Adicio- 
nalmente, tern efeito antialergico e anti-inflamatorio por inibir 
a 5-lipooxigenase e a cicloxigenase, necessarias para a sintese de 
prostaglandinas. Apresenta um amplo espectro, mostrando ati¬ 
vidade contra dermatofitos, Candida sp., Cryptococcus sp., Asper¬ 
gillus sp., Penicillium sp., Scopulariopsis brevicaulis , Neoscytalidium 
dimidiatum, Phialophora verrucosum e fungos dimorficos. 

5-fluorocitosina 

A 5-fluorocitosina e uma pirimidina fluorada sintetica 
que age como antimetabolico e tern sido empregada em as- 
socia^ao com o fluconazol e a anfotericina B, para o controle 
da criptococose e das candidiases. Esse composto atua ini¬ 
bindo a sintese de DNA, RNA e proteinas da celula fungica, 
atraves da conjugagao de uma serie de enzimas. A 5-fluoroci¬ 
tosina penetra na celula fungica por meio da enzima citosina 
permease. Uma vez no interior da celula, a fluorocitosina e 
desaminada a 5-fluorouracilo, atraves da enzima citosina desa- 
minase.A 5-fluorouracilo e metabolizada em 5-fluorouridina 
que, por sua vez, e fosforilada ate 5-fluorouridina trifosfato, 
por a^ao da uracil ribosiltransferase. A 5-fluorouridina trifos¬ 
fato e incorporada ao RNA, no lugar da uridina, bloqueando 
a sintese proteica. Somado a isso, a 5-fluorouracilo tambem 
se converte em 5-fluorodesoxiuridina monofosfato que ini¬ 
be a enzima timidilato sintetase, essencial a sintese de DNA. 
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A baixa toxicidade para o hospedeiro humano e explicada 
pela ausencia da enzima citosina desaminase. Esse compos- 
to e considerado fungistatico e fungicida in vitro. A 5-fluo- 
rocitosina tem pequeno espectro de agao, sendo ativa sobre 
as leveduras dos generos Cryptococcus, Candida, Saccharomyces, 
Rhodotorula e alguns fungos filamentosos dos generos Geotri¬ 
chum, Cladosporium e Phialophora. Nao tem atividade, contudo, 
sobre dermatofitos, dimorficos, Aspergillus sp. e zigomicetos. 
Nos fungos sensiveis, e frequente a observa^ao de resistencia 
secundaria, quando empregada em monoterapia. 

Griseofulvina 

A griseofulvina e um antifungico oral natural, derivado 
do benzofurano, obtido a partir do Penicillium griseofulvum. 
Essa substancia apresenta um espectro reduzido, agindo prin- 
cipalmente sobre dermatofitos e complexo Sporothrix schenc- 
kii. A griseofulvina penetra nas celulas por um mecanismo 
dependente de energia. Como antimicotico, e fungistatico, 
interferindo com a sintese de acidos nucleicos e replicagao 
do DNA. Durante a mitose, na metafase, afeta a formagao 
de microtubulos pela ligagao com a a e [3-tubulina e outras 
proteinas celulares, desfazendo o fuso mitotico.Tem afmidade 
pelas celulas da pele precursoras de queratina, fixando-se a 
elas com grande intensidade, de modo que, quando a que¬ 
ratina e formada, a droga permanece unida a essa proteina 
na pele, nas unhas e no fio de cabelo, tornando-a resistente a 
invasao e a destruigao fungica. A medida que cresce o novo 
tecido, esse vai deslocando e eliminando o tecido infectado. 
Um efeito decorrente e o enroscamento ( curling ) das hifas, o 
que impede tambem a adaptagao e o parasitismo a queratina 
humana. Nao age, por isso, sobre leveduras. Alem de sua agao 
antifungica, apresenta uma atividade anti-inflamatoria, dimi- 
nuindo a migragao dos polimorfonucleares, o que diminui a 
resposta imunologica celular e deprime a transformagao de 
linfocitos. 

Nicomicinas 

As nicomicinas sao produtos naturais isolados de Strep- 
tomyces tandae. Atualmente, se conhecem mais de 20 com- 
postos ativos e os principais representantes desse grupo 
sao as nicomicinas X e Z. Essas substancias sao peptideos 
nucleosilados, possuindo um nucleosideo de pirimidina 
ligado a um peptideo. Esses compostos sao muito semelhantes 
a polioxina. Como nas candinas, o alvo celular tambem e 
a parede fungica. O mecanismo de agao esta associado a 
inibi^ao competitiva da enzima quitina-sintetase, envolvida 
na ultima etapa de polimeriza^ao e formagao da quitina. A 
quitina e um polissacarideo fundamental para a manutengao 
da rigidez da parede celular fungica. A nao polimerizagao 
da quitina leva a formagao de paredes celulares susceptiveis 
de lise osmotica. Essas substancias agem mais efetivamente 
sobre fungos dimorficos e moderadamente sobre Candida sp., 
Cryptococcus neoformans, Aspergillus sp. e Mucorales. De forma 
geral, agem melhor contra fungos filamentosos do que contra 
leveduras. Alem de agao antifungica, as nicomicinas tem tam¬ 


bem atividade sobre bacterias e acaros. As nicomicinas tem 
mostrado sinergismo com alguns derivados triazolicos. 

Polienos 

Os derivados polienicos sao antifungicos produzidos 
por bacterias do genero Streptomyces. Como modelo estrutu- 
ral, os polienicos contem 37 atomos de carbono, formando 
um anel macrociclico fechado por lactoniza^ao. A molecula 
possui uma cadeia de duplas ligagoes conjugadas nao subs- 
tituidas (heptaeno), formando um lado hidrofobico, e uma 
cadeia poli-hidroxilada com sete grupos hidroxila livres, na 
por^ao oposta, formando um lado hidrofilico. Essa estrutura 
molecular confere aos polienicos caracteristicas anfipaticas. 
Em uma das extremidades da molecula, encontra-se, ain- 
da, um residuo micosamina (lactona) com um aminogrupo 
livre, formando uma cadeia lateral. A molecula tem cerca 
de 24 A de comprimento, o que equivale a meia camada 
de fosfolipidio. Os tres principais antifungicos dessa familia 
sao a nistatina, a anfotericina B e a natamicina (pimaricina). 
Essas substancias ligam-se aos esterois de membrana, prin- 
cipalmente ao ergosterol, atuando tanto na membrana cito- 
plasmatica quanto no sistema endomembranoso. Da uniao 
hidrofobica com o ergosterol, formam-se grandes poros ou 
canais na membrana e, como consequencia, se produzem al- 
teragoes no intercambio ionico, em especial, na bomba de 
sodio e potassio. Por esses espa^os, a celula perde para o ex¬ 
terior ions potassio, modificando o gradiente de protons, o 
que leva a um importante transtorno osmotico, determinan- 
do lise e morte celular. Alem disso, os polienicos parecem, 
ainda, apresentar um efeito oxidativo direto sobre a mem¬ 
brana, causando, igualmente, a morte da celula fungica pela 
geragao de radicals livres toxicos. Em altas concentrates, 
essas substancias inibem a sintese de quitina da parede celular 
dos fungos. Dependendo da concentragao, os derivados po¬ 
lienicos podem ser fungicidas ou fungistaticos. A afmidade 
dos polienicos com o colesterol das celulas humanas produz 
uma serie de efeitos indesejaveis graves, entre eles, hepato e 
nefrotoxicidade. O espectro de a^ao da nistatina e anfoteri¬ 
cina B e bastante amplo, incluindo os fungos filamentosos, 
leveduriformes e dimorficos. Poucas especies mostram sensi- 
bilidade diminuida ou resistencia a esse grupo farmacologi- 
co, no entanto, fenomenos de resistencia sao mais frequentes 
em fungos filamentosos. Como a absor^ao intestinal e in¬ 
tramuscular e muito reduzida, a administragao de polienicos 
pode ser feita por via intravenosa, intratecal, intra-articular, 
topica, instilagoes vesicais, liquido de dialise e nebulizagao. 
Atualmente, para os polienicos, existem diversas apresenta- 
£oes farmacologicas com marcadas diferengas farmacocine- 
ticas e graus de toxicidade para os hospedeiros. Disponiveis 
para uso sistemico, estao a anfotericina B em sua formulagao 
convencional (desoxicolato), tipicamente nefrotoxica, e as 
formulates lipidicas, menos toxicas, como anfotericina B 
complexo lipidico, anfotericina B lipossomal e anfotericina 
B de dispersao coloidal. Relativamente a nistatina, por causa 
sua baixa absor^ao atraves da pele e mucosas, esse polienico 
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tem sido usado de forma topica. Devido a sua toxicidade 
para uso sistemico, uma nistatina lipossomal foi desenvolvida. 
A natamicina (pimaricina) tem como indica^ao principal a 
queratite micotica. 

Sordarinas 

Os derivados seminaturais do sodarino (diterpeno gli- 
cosidico tetraciclico), obtido de Graphium putredinis, tem 
atividade fungicida sobre fungos filamentosos (. Aspergillus 
spp., Scedosporium boydii), leveduriformes, como Candida spp., 
Cryptococcus spp., e Pneumocistis jirovecii. Essas substancias agem 
inibindo, seletivamente, o fator de elongagao 2 (FE-2). Os 
fatores de elongagao 1 (EF1) e de elonga^ao 2 (EF2) mediam 
a transloca^ao do ribossomo ao longo da cadeia polipeptidica 
para seu alongamento durante a sintese proteica. O fator de 
elongagao 2 e indispensavel para a sintese das proteinas da 
maioria dos fungos e da proteina ribossomal PO. No entanto, 
algumas especies tem se mostrado resistente, como Candida 
parapsilosis e Candida lusitaniae. Essa droga parece nao agir so¬ 
bre o fator de elongagao 2 dos seres humanos. 

Terbinafma/Naftifma 

Os derivados das alilaminas sao drogas sinteticas for- 
madas por dois aneis de benzeno unidos (naftaleno) e uma 
cadeia lateral insaturada aminica. Essas substancias sao fun- 
gistaticas ou fungicidas e inibem, de forma nao competitiva 
e reversivel, a sintese de ergosterol da membrana celular, por 
bloquearem a a^ao da enzima esqualeno epoxidase, que con- 
verte, por epoxidagao, o esqualeno em esqualeno 2-,3-epoxi- 
do. Essa inibigao leva ao acumulo de esqualeno, que e toxico 
para a celula fungica. Ao mesmo tempo, por isso, nao havera 
produ^ao de lanosterol e, em consequencia, o ergosterol tam¬ 
bem nao sera produzido, o que vai gerar, pela priva^ao desse 
esterol, membranas citoplasmaticas defeituosas. As alilaminas 
tem atividade, principalmente, sobre dermatofitos, mas agem 
tambem frente a Candida spp., Malassezia spp., Cryptococcus 
spp., Trichosporon spp., complexo Sporothrix schenckii , Histoplas- 
ma capsulatum , Talaromyces marneffei, Aspergillus sp., Scopulariop- 
sis brevicaulis e Fonsecaea pedrosoi. A formulagao topica parece 
ser mais eficiente contra candidiases cutaneas e pitiriase ver¬ 
sicolor do que a apresenta^ao oral. 

Tolnaftato/Tolciclato 

Os derivados sinteticos dos tiocarbamatos sao de uso 
topico e apresentam espectro reduzido. Os dois compostos 
principais sao o tolnaftato e o tolciclato. Em baixas concen¬ 
trates, essas substancias sao fungistaticas e, em concentrates 
elevadas, sao fungicidas. O mecanismo de a^ao nao e bem 
compreendido, mas acredita-se que atue, preferencialmente, 
sobre as membranas externas e internas (reticulo endoplas- 
matico), bem como produza degeneragao de mitocondrias e 
ribossomos. Indicios demonstram que os tiocarbamatos tem 
atividade sobre a enzima escaleno epoxidase, inibindo, por 
isso, a sintese de ergosterol. O tolnaftato e ativo frente as prin¬ 


cipais especies de dermatofitos, tendo pouca agao sobre leve- 
duras, como Candida sp., Malassezia sp., e fungos dimorficos. 
O tociclato, alem de agir sobre dos dermatofitos, apresenta 
certa atividade sobre Candida albicans e Malassezia spp. 

Outros compostos antifungicos 

Diversas substancias tem sido classicamente utilizadas 
como drogas antifungicas. Na realidade, a maioria e de es¬ 
pectro reduzido e tem sido empregada de forma empirica. 
Muitos desses compostos, de fato, nao tem agao antifungica, 
mas sim uma a^ao antisseptica geral. Dentre essas substancias, 
podem ser mencionadas o hipoclorito de sodio, ureia, acido 
salicilico, acido undecilenico, sulfato de cobre, permanganato 
de potassio, azul de metileno, violeta genciana, alcool iodado, 
povidine e bicarbonato de sodio. O iodeto de potassio tem 
sido usado no tratamento da esporotricose, bem como na 
geotricose e aspergilose, por estimular a fagocitose e a qui- 
miotaxia dos neutrofilos (imunoestimulador) e halogenagao 
de proteinas, mediada por peroxidases, formando proteina- 
tos insoluveis. As sulfonamidas tambem tem sido empregadas 
para tratamento da paracoccidioidomicose e histoplasmose. 
As diaminas aromaticas podem apresentar algum efeito sobre 
histoplasmose e blastomicose norte-americana. A butenafma 
tem apresentado efeito sobre dermatofitos, fungos dimorfi¬ 
cos, Aspergillus spp. Candida spp. e Malassezia spp. A pradimici- 
na tem amplo espectro e age sobre Candida spp., Cryptococcus 
spp. e Aspergillus spp. 

Mecanismos de resistencia as drogas antifungicas 

A resistencia a drogas antifungicas tem sido um dos prin¬ 
cipais problemas na terapeutica das doengas fungicas invasivas 
que acometem pacientes hospitalizados. Nos ultimos anos, 
com o aumento do numero de individuos imunocompro- 
metidos, tem se observado uma importante elevagao nas taxas 
de incidencia de micoses oportunistas como consequencia 
do fato desses pacientes apresentarem diferentes patologias de 
base, que favorecem o surgimento de intercorrencias infec- 
ciosas. Concomitantemente, tem sido relatada a ocorrencia 
do fenomeno de sele^ao de cepas resistentes aos antifungicos, 
em fungao do uso ostensivo desses farmacos, para o controle 
das infec^oes fungicas oportunistas que, com muita frequen- 
cia, sao recidivantes. Na realidade, o imunocomprometimen- 
to e a resistencia aos antifungicos sao as mais importantes 
causas de fracasso terapeutico. 

Diversos mecanismos de resistencia tem sido descritos 
nos fungos, todavia, esses podem ser classificados em tres 
grandes grupos: 1) modifica^ao do sitio de agao em decor- 
rencia de sua superprodugao, alteragao estrutural ou supressao, 
2) modificagao da rota metabolica envolvida no mecanismo 
de agao da droga antifungica, 3) diminui^ao da concentragao 
intracelular do antifungico, tanto por bloqueio de sua entra- 
da quanto por sua retirada ativa da celula. Conceitualmente, 
a resistencia pode ser defmida de duas formas, como resis¬ 
tencia microbiologica e como resistencia clinica. Entretanto, 
pode haver, ainda, uma composigao entre os dois tipos. No 
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caso da resistencia microbiologica, uma cepa e resistente a 
um antifungico quando a sua concentragao inibitoria mini¬ 
ma (CIM) e mais elevada do que a habitualmente verificada 
para a especie dessa cepa. Isso quer dizer que o organismo 
e capaz de crescer in vitro na presenga de um determinado 
antifungico. A resistencia microbiologica pode ser classificada 
de tres tipos: intrinseca (inata), primaria e secundaria (adqui- 
rida). A resistencia intrinseca e aquela onde todas as cepas de 
uma mesma especie apresentam resistencia ou insensibilidade 
(termo preferido por muitos autores para esse tipo de re¬ 
sistencia) a um antifungico. A resistencia primaria e aquela 
onde algumas cepas de uma especie normalmente sensivel 
apresentam resistencia (natural) sem ter tido contato previo 
com um antifungico. A resistencia secundaria e aquela onde 
cepas previamente sensiveis adquirem resistencia, apos terem 
tido contato com um agente antifungico. Por sua vez, a re¬ 
sistencia clinica e um termo utilizado para descrever os casos 
clinicos cuja infecgao persiste ou progride, a despeito de ter 
sido instituida a terapeutica adequada. Pode ser defmida tam- 
bem como aquela que ocorre quando um fungo continua 
produzindo doenga, apesar da concentragao da droga antifun- 
gica ser maxima no sitio de infecgao. Na verdade, a resistencia 
clinica depende de uma grande quantidade de fatores como 
a resposta imune do hospedeiro, gravidade da infecgao, foco 
infeccioso (granulomas, abscessos, cateteres, proteses e valvu- 
las), natureza, dose e farmacocinetica da droga antifungica, 
interagoes medicamentosas, caracteristicas dos organismos 
fungicos, estabilidade genetica da cepa fungica, tamanho da 
populagao do agente fungico, biofilmes e CIM inicial. De um 
modo geral, alguns estudos tern observado certa correlagao 
positiva entre a resistencia clinica e a obtengao de valores 
elevados de CIM. Contudo, valores baixos de CIM nao ga- 
rantem o sucesso da resposta clinica, sendo essa dissociagao 
mais evidente em doentes imunocomprometidos. 

Azoles 

O uso indiscriminado dos derivados azolicos, principal- 
mente o fluconazol, para o tratamento e profilaxia de can¬ 
didiases orais em individuos HIV+ e candidiases vaginais de 
repetigao, determinou o surgimento de resistencia secunda¬ 
ria em Candida spp. Especies de Candida que mostram resis¬ 
tencia primaria e adquirida ao fluconazol e a outros azoles 
incluem Candida glabrata, Candida dubliniensis, Candida norver- 
gensis e Candida insconspicua. Resistencia secundaria ao fluco- 
nazol pode ser observada tambem em Crypococcus neoformans. 
A resistencia intrinseca ao fluconazol tern sido observada em 
Candida krusei. O uso prolongado ou repetido de fluconazol 
parece aumentar a ocorrencia de resistencia cruzada com ou¬ 
tros azoles. Diversos mecanismos de resistencia aos derivados 
azolicos tern sido descritos, tais como alteragao da composigao 
da membrana celular, modificagoes no sitio enzimatico, dimi- 
nuigao da concentragao intracelular de azoles e formagao de 
biofilmes. Alteragoes na composigao da membrana plasmatica 
podem afetar a entrada de farmacos na celula fungica. Essas 
alteragoes comprometem a fluidez e produzem assimetrias 


na membrana, resultando em menor captagao dos farmacos. 
Isolados resistentes ao fluconazol como Candida albicans , apre¬ 
sentam mudangas na concentragao de fosfolipidios e acidos 
graxos, diminuigao de ergosterol e um menor coeficiente 
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina , na membrana celular. Um 
outro mecanismo de resistencia esta associado a modificagoes 
do sitio enzimatico. Mutagoes pontuais no gene ergll, que 
codifica a enzima 14-a-dimetilase, produz diminuigao na afi- 
nidade do antifungico pela enzima. Uma das mutagoes mais 
verificadas e a substituigao da arginina pela lisina na posigao 
467. Essas mutagoes sao descritas em isolados de Candida al¬ 
bicans e Candida krusei resistentes ao fluconazol e levam a rea¬ 
ches cruzadas com outros azoles. O aumento na quantidade 
da enzima 14-a-dimetilase, devido a superexpressao do gene 
ergll, conduz a necessidade de aumento na concentragao do 
derivado azolico para inativar a enzima. Esse tipo de altera- 
gao tern sido observada em Candida albicans e Candida glabra¬ 
ta. Mu tag 6 es no gene erg 3 determinam alteragoes na enzima 
D-5-6-dessaturase que participa numa etapa anterior a dime- 
tilagao do lanosterol. O lanosterol, precursor do ergosterol, e 
convertido em 14-a-metilfecosterol que, consecutivamen- 
te, e catalisada pela D-5-6-dessaturase a 14-a-metilergosta- 
-8,24(28)-dien3,6diol, um esterol intermediario toxico que 
inibe o crescimento celular. A inativagao da D-5-6-dessaturase 
impossibilita a produgao desse intermediario toxico, promo- 
vendo acumulo de 14-a-metilfecosterol, que nao e toxico 
e, por isso, nao interfere com crescimento celular fungico, a 
despeito da inibigao da biossintese de ergosterol pelos azo¬ 
licos (fluconazol). Acredita-se, inclusive, que nao e a falta de 
ergosterol que provoca a inibigao do desenvolvimento fungi¬ 
co, mas sim o acumulo dos inter mediarios toxic os. Tern sido 
observado, ainda, a substituigao do ergosterol por derivados 
do fecosterol na membrana celular dos fungos. Essa modi- 
ficagao, alem da resistencia ao fluconazol, apresenta reagao 
cruzada com a anfotericina B. Outro mecanismo habitual¬ 
mente observado, e a diminuigao da concentragao intracelular 
de derivados azolicos pela ativagao de um sistema de bombas 
de efluxo, que expulsa para o exterior os farmacos. As duas 
maiores familias dessas bombas sao os transportadores ABC, 
codificados pelo gene cdr, que determina a expulsao para o 
exterior de qualquer tipo de derivado azolico, e os facilita- 
dores maiores (MFS), codificados pelo gene mdr e que leva a 
expulsao apenas do fluconazol. Esse sistema ativo de bomba 
de efluxo pode atuar de forma independente, simultanea ou 
em sequencia. Em Candida albicans, Candida dubliniensis, Can¬ 
dida glabrata, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans tern 
sido descritos esses tipos de mecanismos. A produgao de bio¬ 
filmes e ainda uma outra forma de resistencia frente aos azoles 
e outros antifungicos, apresentando, como mecanismos, mu- 
dangas no estado metabolico e fisiologico das celulas fungicas, 
elevada densidade celular, presenga de matriz extracelular, que 
produz uma barreira fisica que absorve e dificulta a penetragao 
dos azoles, superprodugao de um sistema de bombeamento e 
presenga de subpopulagoes de celulas persistentes, que podem 
tolerar altas concentragoes de antifungicos. 
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Candinas 

Apesar de um amplo uso, a resistencia as candinas e 
baixa. Compostos dessa familia sao ativos frente a Candida 
sp. e Aspergillus sp. Contudo, tem atividade limitada frente 
a Cryptococcus sp., Trichosporon sp., Fusarium sp., Scedosporium 
sp. e zigomicetos. O mecanismo de resistencia se baseia em 
altera^oes do complexo enzimatico que participa da sintese 
de 1,3-P-glucana da parede celular fungica. Essas alteragoes 
sao devido a mutagoes pontuais nos genes FKS e RHO que 
produzem um fenotipo com sensibilidade reduzida as can¬ 
dinas. Alguns isolados fungicos susceptiveis as candinas sao 
capazes de crescer in vitro acima do valor da CIM. Esse corn- 
portamento paradoxal tem sido associado a um aumento na 
sintese de quitina da parede celular, de maneira a compensar 
a diminuigao da 1,3-P-glucana. 

5-Fiuorocitosina 

A prevalencia da resistencia a 5-flu oro citosina e relativa- 
mente baixa, mas quando utilizada em monoterapia, parece 
haver uma maior tendencia ao desenvoivimento de resisten¬ 
cia. Dentre os isolados clinicos, Candida spp. e Cryptococcus 
neoformans tem apresentado menor sensibilidade a esse com- 
posto. Basicamente, dois mecanismos de resistencia sao des- 
critos. Um deles esta associado a mutagao das enzimas citosina 
permease e citosina deaminase, codificadas pelos genes fcy2 e 
fcyl, que levam a diminuigao da capta^ao e transformagao 
metabolica do farmaco. O outro mecanismo e a altera^ao nas 
enzimas uracil fosforibosil transferase ou da 5-fluoro uracil 
monofosfato pirofosforilase, responsaveis pela conversao do 
farmaco em metabolitos com atividade antifungica. A resis¬ 
tencia primaria ou intrinseca resulta da diminuigao da ativi¬ 
dade da citosina permeasse, enquanto a resistencia secundaria 
e decorrente das altera^oes na conversao da fluorocitosina em 
metabolitos ativos. 

Polienos 

A resistencia aos derivados polienicos nao e comum en- 
tre os agentes fungicos, apesar de mais de 40 anos de utili- 
za^ao no mundo. A causa mais frequente de resistencia aos 
derivados polienicos e a altera^ao qualitativa e quantitativa na 
composite lipidica da membrana citoplasmatica, com uma 
diminuigao do conteudo de ergosterol pela falta da enzima 
D-7-8-esterol isomerase em fungao de mutagoes nos genes 
poll y pol2, pol3 o pol5. Alem disso, ha um acumulo de esterois 
intermediaries, como o fecosterol ou o lanosterol devido a 
mutagoes nos genes erg2 , erg3 , erg6, que codificam as enzimas 
esterol C8-isomerase, C5-dessaturase e C25-metiltransferase, 
evidenciando uma alteragao na via biossintetica do ergosterol. 
Uma diminui^ao da quantidade de ergosterol e sua substi¬ 
tute por outros esterois causa uma menor afinidade dos 
derivados polienicos pelas membranas fungicas, limitando os 
locais de ligagao nas celulas resistentes. As especies que tem 
exibido CIM elevada ou resistencia incluem, apresentando 
resistencia intrinseca: o Scopulariopsis spp. e Trichosporon spp. ; 


apresentando resistencia primaria: a Candida lusitaniae , Candi¬ 
da rugosa , Candida lipolytica , Candida krusei e Candida guillier- 
mondiie ; apresentando resistencia secundaria: a Candida spp., 
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, 
Aspergillus lentulus, Aspergillus terreus, Aspergillus ustus e Fusa¬ 
rium oxysporum. A resistencia aos derivados polienicos pare¬ 
ce aumentar em isolados fungicos procedentes de pacientes 
previa ou concomitantemente tratados com fluconazol. Fa- 
tores termodinamicos tambem parecem contribuir com a 
resistencia aos derivados polienicos, pois podem dificultar 
a uniao dos polienicos com o ergosterol. Um exemplo e a 
variate do conteudo de 1-3-P-glucano da parede celular 
fungica, que estabiliza essa estrutura e influencia na passagem 
de macromoleculas (polienicos) ate a membrana citoplasma¬ 
tica. A resistencia a essas drogas tambem perece se relacio- 
nar com concentrates elevadas de catalase, que diminui a 
sensibilidade ao dano oxidativo. Importa mencionar que as 
repercussoes clinicas da resistencia aos derivados polienicos e 
excepcional, porque as mudan^as estruturais e metabolicas na 
celula fungica sao de tal magnitude que acabam por reduzir a 
taxa de crescimento e virulencia das cepas. 

Outros antifungicos 

A resistencia a terbinafina esta associada a mutates n ° 
gene ergl, que codifica para a enzima esqualeno epoxidase. 
Em morfolinas, a resistencia esta relacionada a alteragoes no 
gene erg24, que codifica para D-14-redutase, e erg2p , que co¬ 
difica para D-8-7-isomerase. Nas sordarinas, os mecanismos 
de resistencia inibem a sintese proteica, bloqueando a fungao 
do fator de elongagao 2 (EF2) da celula fungica. 

Provas de susceptibilidade as drogas antifungicas 

Normalmente, a resistencia aos antifungicos leva a uma 
pobre resposta as drogas de uso clinico e a ocorrencia de 
infectes invasivas progressivas, principalmente em pacien¬ 
tes de risco, durante o periodo de tratamento ou profilaxia. 
Implicates importantes desse fenomeno estao relacionadas 
com uma maior taxa de morbidade e mortalidade, dificul- 
dades terapeuticas e mudan^as na prevalencia das especies 
fungicas. Na rotina, a predigao da resistencia microbiologi- 
ca e/ou clinica tem sido realizada atraves de testes de sus¬ 
ceptibilidade in vitro de fungos frente aos antimicrobianos. 
O conhecimento da resistencia aos antifungicos e essencial 
para a gestao dos farmacos na terapeutica das infectes P or 
esses organismos, pois permite prever a resposta dos pacien¬ 
tes e definir o melhor tratamento ou variar a estrategia de 
abordagem, aumentando a dose ou alterando o antifungico 
ou, ainda, entrando com uma terapia combinada. Na verdade, 
os testes de susceptibilidade tem indicates precisas, sendo 
adequados tambem para os estudos de vigilancia epidemio- 
logica, o que permite conhecer os perfis de susceptibilidade 
ou resistencia de cepas clinicas isoladas em uma dada regiao 
geografica, bem como para as cepas que procedam de in¬ 
fectes invasivas ou de pacientes imunocomprometidos, para 
os casos de fracasso terapeutico, para os pacientes que te- 
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nham recebido profilaxia antifungica previa, para os casos de 
isolamento de especies pouco frequentes, cujo espectro de 
sensibilidade in vitro e desconhecido ou que apresentem alta 
resistencia a medica^ao antifungica, e para a determinancy do 
nivel de resistencia frente a novos compostos com atividade 
antifungica. Nao obstante a utilidade desses testes, tem sido 
observado que a correlagao entre a sensibilidade in vitro de 
um fungo a um determinado antifungico e a eficacia clini- 
ca desse antifungico no tratamento de uma infecgao invasi- 
va, com frequencia, e baixa e de dificil estabelecimento. Em 
fungao dessa baixa correla^ao clinica e do pequeno arsenal 
terapeutico antifungico, importa mencionar que, diferente- 
mente dos testes de susceptibilidade para bacterias, que sao, 
tipicamente, preditores de sucesso,ja que informam, dentre os 
varios grupos farmacologicos, qual o mais efetivo para uma 
determinada infec^ao bacteriana, os testes de susceptibilidade 
para fungos sao, de fato, melhor caracterizados como predi¬ 
tores de fracasso, pois se aplicam mais ao esclarecimento de 
eventuais intercorrencias durante o tratamento do que a pro- 
posigao do farmaco mais efetivo contra um agente fungico 
especifico. Assim sendo, esses testes sao mais adequados para a 
utilizagao no segmento do paciente do que para a execugao 
no momento da cultura fungica primaria. Como preditores 
de fracasso, os testes de sensibilidade aos antifungicos permi- 
tem determinar se as falhas num tratamento anti-infeccioso 
sao decorrentes de uma resistencia microbiologica ou de uma 
resistencia clinica. 

Na atualidade, estao disponiveis uma serie de sistemas 
analiticos para a execugao de testes de susceptibilidade aos 
antifungicos. Dentre esses, dois sao considerados metodos 
padronizados ou estandartizados, podendo ser empregados 
tanto para a avaliagao em fungos filamentosos quanto para a 
avaliagao em fungos leveduriformes.Essas metodologias sao o 
resultado do trabalho de duas entidades internacionais, o Cli¬ 
nical Laboratory Standards Institute (CLSI), dos Estados Unidos 
da America, e o European Committee on Antibiotic Susceptibility 
Testing (EUCAST), atraves de seu Subcommittee on Antifun¬ 
gal Susceptibility Testing (AFST), da Comunidade Economica 
Europeia, num esforgo para tornar a determinancy da sus¬ 
ceptibilidade reprodutivel e concordante intra e interlabo- 
ratorialmente. Alem dessas metodologias estandardizadas, os 
estudos da susceptibilidade aos antifungicos podem ser pro- 
cedidos a partir de provas comerciais como o Etest (BioMe- 
rieux),VITEK 2 (Biomerieux), Sensititre YeastOne (TREK 
Diagnostic Systems) e Neo-Sensitabs (Rosco Diagnostika). 

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos podem 
ser classificados, genericamente, em qualitativos e quantita- 
tivos. Os testes qualitativos sao representados por metodos 
denominados difusao em agar, onde, por exemplo, discos de 
papel impregnados com uma determinada concentra^ao de 
antifungico sao depositados sobre um meio de cultura so- 
lido, no qual foi inoculado um fungo. A droga difunde-se 
pelo meio de cultura, resultando em um circulo concentrico 
de inibi^ao de crescimento em torno do disco de papel. O 
tamanho do halo, ou zona de inibigao, depende da suscepti¬ 
bilidade do organismo a droga. O diametro desse halo e men- 


surado em milimetros e o valor encontrado e correlacionado 
a uma faixa de referenda, tambem em milimetros, associada 
a sensibilidade ou resistencia. Por esse metodo, e possivel a 
conversao dos resultados dos halos de inibi^ao (expressos em 
milimetros) em concentragao inibitoria minima (CIM) (ex- 
pressa em pg/mL), cujo conceito esta conectado a ideia da 
menor concentragao de um antifungico capaz de inibir o 
desenvolvimento visivel de um isolado fungico. Por sua vez, 
a susceptibilidade quantitativa pode ser avaliada empregando 
metodos de macro ou microdiluigao em caldo. Para o estudo 
de susceptibilidade em micologia medica, contudo, tem sido 
empregada a microdiluigao em caldo. Nessa metodologia, 
utiliza-se uma placa de microtitulagao de 96 po^os, onde sao 
colocadas diferentes concentrates de uma droga antifungica, 
em um meio de cultura liquido inoculado com um fungo. A 
microdiluigao permite, igualmente, a determinancy de uma 
CIM, que devera ser tambem expressa em pg/mL. 

A interpreta^ao dos testes de susceptibilidade aos anti¬ 
fungicos se fundamenta na analise dos dados de sensibilidade, 
na detec^ao dos mecanismos de resistencia, na farmacologia 
do antifungico (parametros farmacocineticos e farmacodina- 
micos) e nos resultados derivados de sua utilizagao clinica. Os 
valores quantitativos obtidos nos estudos de susceptibilidade 
(halos de inibigao e CIM) se traduzem em categorias cli¬ 
nicas qualitativas (sensivel, sensivel dose-dependente, inter¬ 
mediary e resistente). E importante reiterar que a tradugao 
dos valores quantitativos em qualitativos atendem a criterios 
microbiologicos, farmacologicos e clinicos estritos, rigorosa- 
mente estabelecidos por orgaos internacionais de padroniza- 
gao e harmonizagao (CLSI e EUCAST),para que possa haver 
a mais alta reprodutibilidade dos metodos. A diferenciagao 
entre essas categorias clinicas e feita a partir dos chamados 
pontos de corte clinicos ( Clinical Breakpoints - CBPs) estan¬ 
dartizados, cuja leitura e baseada nos valores qualitativos de 
halo de inibigao e/ou CIM. Os CBPs representam os limites 
numericos de cada categoria. Valores acima (ou abaixo) de 
determinado limite introduzem os fungos numa categoria 
clinica diferente (sensivel, sensivel dose-dependente, inter¬ 
mediary e resistente). A probabilidade de exito ou fracasso 
terapeutico define essas categorias, como segue: 

■ Sensivel (S): o organismo fungico e inibido in vitro por 
uma concentragao do farmaco que pode ser associado a 
alta probabilidade de sucesso terapeutico; 

■ Sensivel dose-dependente (SDD): a sensibilidade e 
dependente de se alcangar o maximo nivel serico possivel; 

■ Intermediary (I): o organismo fungico e inibido in 
vitro por uma concentragao do farmaco que pode ser 
associado a um efeito terapeutico incerto; 

■ Resistente (R): o organismo fungico e inibido in vitro 
por uma concentragao do farmaco que pode ser associa¬ 
do a alta probabilidade de fracasso terapeutico. 

Atualmente, alem dos pontos de corte clinicos gerais 
(CBPs), as entidades internacionais de padronizagao tem 
propostos novos pontos de corte clinicos especie-especificos, 
para alguns complexos fungo-antifungico, bem como os 
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chamados pontos de corte epidemiologicos ( Epidemiologi¬ 
cal Cutoff Values - ECVs/ECOFFs). Os ECVs/ECOFFs sao 
valores que ajudam a separar, numa especie fungica especifica, 
as populates sensiveis, que nao possuem ou nao expressam 
mecanismos de resistencia (tipo selvagem), daquelas resistentes 
(tipo nao selvagem), que possuem e expressam esses meca¬ 
nismos. E importante registrar que os valores de CBPs e os 
de ECV/ECOFFs nao sao necessariamente coincidentes. 
A diferenga entre esses pontos de corte se assenta na forma 
como sao estabelecidos. Os CBPs sao defmidos com base em 
avalia^oes da resposta clinica do paciente e incorporam estudos 
microbiologicos, farmacocineticos e farmacodinamicos do 
antifungico, enquanto os ECV/ECOFFs derivam apenas de 
estudos in vitro da distribuigao das CIM em uma determinada 
especie. Diferentemente dos CBPs , que permitem a categori- 
zagao clinica de tratamento dos agentes fungicos em sensivel 
(tratavel) ou resistente (nao tratavel), os ECV/ECOFFs ca- 
tegorizam um isolado em selvagem e nao selvagem, denun- 
ciando, lab orator ialmente, um decrescimo de susceptibilidade 
do agente fungico avaliado ou um potencial fenotipo de re¬ 
sistencia. Importa reiterar que, apesar de os ECV/ ECOFFs 
nao serem adequados como preditores de sucesso ou fracasso 
terapeutico, eles podem detectar, numa populagao fungica, 
tomando como base o perfil de susceptibilidade natural dessa 
populagao, a emergencia de resistencia, o que pode indicar 
uma pressao seletiva, com consequencias clinicas futuras, pelo 
uso ostensivo de um dado antifungico. Na ausencia de pontos 
de corte clinicos, os ECV/ ECOFFs podem ser empregados 
como informes sumarios de susceptibilidade, para ajudar a 
compor, com outros elementos clinicos, uma estrategia de 
manejo e controle das infecgoes fungicas. 

Metodos de referenda 

Atualmente, duas metodologias internacionais estan- 
dardizadas (CLSI e EUCAST) para determinagao da sus¬ 
ceptibilidade de leveduras e fungos filamentosos frente aos 
antifungicos de uso clinico estao disponiveis. Essas podem ser 
baseadas tanto em metodos de microdilui^ao em caldo, que 
sao quantitativos, quanto em metodos de difusao em agar, 
que sao qualitativos. O CLSI foi o primeiro organismo in- 
ternacional a propor a estandardizagao das metodologias de 
avaliagao de susceptibilidade com o objetivo de garantir a re- 
produtibilidade inter e intralaboratorial e a confiabilidade dos 
resultados. Dentre as publicagoes do CLSI, estao incluidos os 
seguintes documentos: 

■ Metodo de Referenda para Teste de Dilui^ao em Caldo 
para a Determina^ao da Sensibilidade de Leveduras a 
Terapia Antifungica (M27); 

■ Metodo de Referenda para Teste de Dilui^ao em 
Caldo para a Determina^ao da Sensibilidade de Fungos 
Filamentosos a Terapia Antifungica (M38); 

■ Metodo para Teste de Difusao em Disco para a 
Determina^ao da Sensibilidade de Leveduras a Terapia 
Antifungica (M44-A2); 


■ Metodo para Teste de Difusao em Disco para a 
Determinagao da Sensibilidade de Fungos Filamentosos 
Nao Dermatofitos a Terapia Antifungica (M51-A); 

■ Principios e Procedimentos para o Desenvolvimento 
de Valores de Corte Epidemiologicos para Teste de 
Susceptibilidade a Antifungicos (M57); 

■ Valores de Corte Epidemiologicos para Teste de 
Susceptibilidade a Antifungicos (M59); 

■ Normas de Desempenho para Testes de Susceptibilidades 
a Antifungicos para Leveduras (M60); 

■ Normas de Desempenho para Testes de Susceptibilidades 
a Antifungicos para Fungos Filamentosos (M61). 

Alem desses documentos, o CLSI publicou os suple- 
mentos M27-S4, M44-S3 e M51-S1 que forneciam tabelas 
de interpretagao dos complexos fungo-antifungico para os 
protocolos M27, M44-A2 e M51-A. Recentemente, esses su- 
plementos foram substituidos pelos documentos M60 e M61 
que incluem atualizagoes das tabelas de CIM, diametro dos 
halos de inibigao e controle de qualidade, respectivamente, 
para os documentos M27 e M44, empregados para fungos 
leveduriformes, e documentos M38 e M51, utilizados para 
fungos filamentosos. 

Os documentos do CLSI (M27, M38, M44-A2 e M51- 
-A) padronizam o preparo do inoculo, os meios de cultura, o 
pH, os antifungicos, a concentra^ao dos inoculos, a placa de 
microtitulagao, a temperatura e o tempo de incuba^ao, as lei- 
turas das CIM e o controle de qualidade dos testes. A prepa- 
ragao do inoculo deve ser feita pela escala MacFarland (0,5) e 
metodo espectrofotometrico. Os meios de cultura propostos 
sao o RPMI 1640, para as provas de dilui^ao em caldo, e agar 
Miieller-Hinton, para as provas de difusao em agar. A faixa 
de pH compreende valores de 7.0 a 7.4. A concentragao do 
inoculo varia de 10 3 a 10 6 UFC/mL. A temperatura de incu- 
ba^ao e de 35 °C, com um tempo de incubagao de 16 a 96 
horas. A placa de microtitulagao deve ter um fundo arredon- 
dado. Candida sp., Cryptococcus neoformans , complexo Sporothix 
schenckii e fungos filamentosos (. Aspergillus sp., Altenaria sp., 
Bipolaris sp., dermatofitos, Fusarium sp., Paecilomyces sp., Pseu- 
doallescheria boydii, Rhizopus sp. e outros Mucorales) sao os or- 
ganismos avaliados nesses protocolos. As drogas antifungicas 
testadas incluem os azoles (fluconazol, itraconazol, vorico- 
nazol, ravuconazol, posaconazol e isavuconazol), anfotericina 
B, 5-fluorocitosina e candinas (caspofungina, anidulafungina, 
micafungina).As leituras (visuais) das provas incluem a ausen¬ 
cia de turbidez, redugao de 80% da turbidez, redugao de 50% 
da turbidez, concentragao minima efetiva (CME) e zona de 
inibigao em milimetros. Pontos de corte tambem sao propos¬ 
tos para alguns antifungicos (azoles e candinas) frente a Can¬ 
dida sp. Para o controle de qualidade e valida^ao das provas 
sao empregadas as cepas ATCC indicadas (Aspergillus flavus 
ATCC 204304, Candida albicans ATCC 90028, Candida kru- 
sei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida 
tropicalis ATCC 750, Paecilomyces variotii ATCC MYA-3630). 
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Importa mencionar que, para aquelas combinagoes fun- 
go-antifungico cujos breakpoints interpretativos nao estao dis- 
poniveis, o CLSI publicou um protocolo padronizado (M57) 
com criterios para o desenvolvimento e utilizagao de valores 
de corte epidemiologicos para serem empregados como um 
guia orientativo para a tomada de decisoes clinicas, bem como 
um outro documento (M59) com a definifao e a determina- 
gao dos pontos de corte epidemiologicos e apresentagao de 
tabelas de controle de qualidade dos ensaios. Com relagao aos 
fungos leveduriformes, foram defmidos os pontos de corte 
epidemiologicos para especies do genero Candida (C. albicans, 
C. dubliniensis, C.glabrata, C.guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, 
C. parapsilosiseC. tropicalis) frente a anidulafungina, anfoterici- 
na B, itraconazol e micafungina. Para os fungos filamentosos, 
os pontos de corte epidemiologicos foram determinados para 
membros do genero Aspergillus (. A.flavus,A.fumigatus,A . niger, 
A. terreus e A. versicolor) frente a anfotericina B, caspofungina, 
isavuconazol, itraconazol, posaconazol e voriconazol. 

A metodologia estandardizada do EUCAST, por sua vez, 
e baseada nos metodos de referenda do CLSI que empregam 
a microdiluigao em caldo. Para a avalia^ao das susceptibilida- 
des aos antifungicos de uso clinico, o EUCAST publicou os 
documentos: 

■ Metodo de Diluigao em Caldo para a Determinagao 
das Concentrates Inibitorias Minimas de Agentes 
Antifungicos para Leveduras (E.DEF 7.3.1); 

■ Metodo de Diluigao em Caldo para a Determinagao 
das Concentrates Inibitorias Minimas de Agentes 
Antifungicos para Fungos Formadores de Conidios 
(E.DEF 9.3.1). 

Ambos os documentos (E.DEF 7.3.1, E.DEF 9.3.1) 
normatizam o preparo e o tamanho do inoculo, o meio de 
cultura, o tipo de placa de microtitulagao, o formato dos tes¬ 
tes, temperatura e tempo de incuba^ao, a leitura das CIM, 
pontos de corte e o controle de qualidade da rea^ao. Os 
fungos incluidos nesses documentos sao, basicamente, Can¬ 
dida sp., Cryptococcus sp. e Aspergillus sp., testados frente ao 
fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, isavucona¬ 
zol, anfotericina B, 5-fluorocitosina, caspofungina, anidula¬ 
fungina, micafungina. A despeito das metodologias do CLSI 
e EUCAST terem muitas interfaces de contato, diferem de 
maneira importante quanto ao tamanho do inoculo, meio 
de cultura e leitura final. O EUCAST apresenta um ino¬ 
culo maior (10 5 UFC/mL), ajustado a partir da escala Mac- 
Farland 0,5 e medido por espectrofotometro ou ajustado a 
partir de contagem em hemocitometro; o meio RPMI 1640 
e suplementado com 2% de glicose e a leitura da CIM/CME 
e visual (inibigao completa para anfotericina B e azoles, e 
crescimento aberrante no ponto final de leitura) ou espectro- 
fotometrica (inibi^ao de 90% para a anfotericina B e de 50% 
para os azoles e candinas). O tempo de incubagao tambem 
pode variar, sendo menores (24-48 horas) para o EUCAST. 
Diferengas tambem sao encontradas nas placas de microti- 


tulagao utilizadas, pois as do EUCAST tern um fundo pia¬ 
no, enquanto que as do CLSI tern um fundo redondo. Com 
rela^ao aos pontos de corte, apesar de exibirem, presente- 
mente, uma maior concordancia, a extrapola^ao entre as 
metodologias deve ser feita com certa circunspecgao. Pontos 
de corte tern sido estabelecidos para polienicos, azoles e candi¬ 
nas frente a Candida sp. e Aspergillus sp. Os fungos empregados 
no controle de qualidade sao cepas ATCC e CNM (Espanha), 
sendo os organismos propostos a Candida albicans CNM-CL 
F8555, Candida krusei ATCC 6258, CNM-CL 3403, Candi¬ 
da parapsilosis ATCC 22019, Aspergillus flavus ATCC 204304, 
CNM-CM 1813, Aspergillus fumigatus ATCC 204305. 

Metodos comerciais 

Diversos metodos comerciais estao disponiveis para uso 
no laboratorio clinico, incluindo o E-test (bioMerieux), 
cuja metodologia se baseia na difusao em agar, bem como 
o VITEK 2 (bioMerieux) e o Sensititre YeastOne (TREK 
Diagnostic Systems), que empregam a metodologia de mi- 
crodiluigao em caldo. Esses metodos apresentam boa corre- 
la^ao com os metodos de referenda preconizados pelo CLSI 
e EUCAST. Apesar dessa boa concordancia, a resistencia aos 
antifungicos determinada por metodos comerciais deve ser 
sempre confirmada ou reiterada por um metodo de referen¬ 
da. Para a obtengao de resultados confiaveis, os metodos co¬ 
merciais devem ser estritamente procedidos de acordo com 
as instrugoes do fabricante, utilizando cepas de controle de 
qualidade ( Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis 
ATCC 22019), a fim de garantir que todas as CIM fiquern 
dentro dos valores esperados. O E-Test e um dos metodos 
mais difundidos em decorrencia de sua facil implementa- 
gao e leitura nos laboratories de biodiagnostico. O metodo 
consiste de uma tira de plastico contendo um gradiente de 
concentra^ao de uma droga antifungica que permite a de- 
terminagao da CIM. As tiras sao depositadas sobre um meio 
de cultura solido, inoculado, previamente, em sua superficie, 
com um isolado fungico.Todo o conjunto e incubado a tem¬ 
peratura de 37 °C, por 24-48 horas. O antifungico conti- 
do na tira aplicada sobre o meio de cultura se difunde no 
agar, formando uma elipse de inibigao. A leitura e procedida 
apos o periodo de incuba^ao. A determinagao da CIM e feita 
diretamente no ponto de intersegao entre a escala contida 
na tira e a parte final da elipse de inibigao do crescimento 
fungico. Esse metodo tern sido empregado para a avaliagao 
da susceptibilidade de fungos leveduriformes e filamentosos 
frente ao fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, 
anfotericna B, 5-fluorocitosina e caspofungina. O meio de 
cultura utilizado nessa prova e o agar RPMI 1640 suple¬ 
mentado com 2% de glicose. O tempo de incuba^ao pode 
variar, dependendo da especie fungica, sendo de 24-48 ho¬ 
ras para Candida spp., de 48-72 horas para Cryptococcus sp. e 
de 16 horas ou mais para fungos filamentosos. 0 2 6 um 
metodo automatizado para identifica^ao e teste de suscepti¬ 
bilidade aos antifungicos, atraves do crescimento de fungos 
leveduriformes. O sistema consiste de cartoes com 64 pogos 
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contendo aliquotas de fluconazol, voriconazol, anfotericina 
B e 5-fluorocitosina, numa versao miniaturizada do metodo 
de diluigao em caldo. Para a realizagao do teste, e necessario 
preparar uma suspensao do microrganismo a ser avaliado a 
escala McFarland 2, em tubos com 3 mL de solugao salina. As 
etapas de inoculagao, selagem, incuba^ao e leitura do cartao 
sao executadas pelo proprio aparelho que, por uma analise 
espectrofotometrica, detecta o pogo com bom crescimento 
da levedura. Os resultados sao validados e interpretados por 
um software do sistema de acordo com os pontos de corte 
clinicos do CLSI, tendo como base os valores de CIM do 
antifungico testado. O tempo para liberagao dos resultados 
varia de 9-15 horas para Candida sp. e 12 horas para Crypto¬ 
coccus neoformans. Um outro metodo comercial e o Sensititre 
YeastOne, que se baseia na metodologia de microdiluigao em 
caldo, mas que apresenta um substrato cromogenico para fa- 
cilitar a determinagao da CIM. As placas de microtitulagao 
contem um meio de cultura liquido (RPMI 1640 com 1,5% 
a 2% de glicose), um antifungico (liofilizado em dilui^oes 
seriadas - Log 2 ) e um indicador colorimetrico da rea^ao de 
oxirredugao (corante azul de alamar) em cada pogo. Uma 
suspensao de leveduras ( Candida sp.) com uma concentragao 
final de 10 3 UFC/mL e requerida como inoculo para a reali- 
za^ao dos ensaios. No preparo do teste, 100 pL da suspensao 
diluente de leveduras devem ser empregados. Recentemente, 
foram incluidos na biblioteca do metodo os antifungicos 
voriconazol, posaconazol, caspofungina, anidulafungina e 
micafungina, alem daqueles tradicionais como o cetoconazol, 
fluconazol, itraconazol, anfotericina B e 5-fluorocitosina. O 
conjunto e incubado a temperatura de 37 °C, por 24-25 ho¬ 
ras, para Candida spp., e 48-72 horas, para Cryptococcus ne¬ 
oformans. A susceptibilidade dos isolados e avaliada a partir 
do crescimento ou inibi^ao fungica. Ao se desenvolver no 
meio, o fungo altera a coloragao do indicador de azul para 
rosa/purpura. A CIM corresponde a menor concentragao do 
antifungico que inibiu o crescimento fungico detectada vi- 
sualmente atraves da mudanga da cor rosa/purpura para azul 
(inibi^ao) na sequencia de pogos na placa. 
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